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Resumen:

El sur de la provincia de Granada presenta, en pocos kildmetros de distancia,
altitudes que comprenden entre 0 y 3.480 m de altitud, por lo que posee diversos
matices bioclimaticos con diferentes caracteristicas medioambientales y de
vegetacion en un rango geografico estrecho. Esta caracteristica unida al hecho de que
se trata de una zona endémica de leishmaniosis producida por Leishmania infantum,
y a la amplia distribucion de sus principales vectores, Phlebotomus perniciosus y
Phlebotomus ariasi, la hace adecuada para realizar un estudio cuali-cuantitativo y
molecular de las poblaciones de estos dipteros, asi como para comprobar la
asociacion entre su presencia/ausencia y variables de tipo ecoldgico, geografico y
climatico. Phlebotomus sergenti, el principal vector de Leishmania tropica, estd
ampliamente representado en Espaiia, mientras que L. tropica no es una especie
endémica en nuestro pais. Sin embargo: el importante flujo migratorio humano
desde zonas donde esta parasitosis es endémica, la existencia del vector y el ciclo
antroponoético del pardsito, podrian permitir su establecimiento en Espafia, de forma
similar a lo ocurrido en el norte de Marruecos. Por este motivo es interesante realizar
un estudio similar al realizado con los vectores de L. infantum. Por lo tanto, en el
presente trabajo se han perseguido los siguientes objetivos generales: El estudio de
las poblaciones de flebotomos presentes en el sureste de Espaia, prestando especial
atencion al analisis cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de
Leishmania infantum (P. perniciosus y P. ariasi) y Leishmania tropica (P. sergenti); y la
determinacion de los parametros que condicionan la distribucion de algunas de estas
especies vectoras, para la construccién de mapas de riesgo que nos permitan enfocar
posibles medidas de control de la leishmaniosis a partir de las caracteristicas

epidemioldgicas de su vector.

La captura de flebétomos se ha realizado mediante trampas adhesivas
colocadas durante 4 dias en los lugares de reposo de estos dipteros, o mediante

trampas de luz tipo CDC. Los ejemplares capturados se han montado entre



portaobjetos y cubreobjetos y se han clasificado morfolégicamente para determinar
la especie a la que pertenecen. A su vez se han recogido de cada uno de los puntos de
muestreo informacion ecoldgica, geografica y climatica para su posterior analisis.
Hemos observado que, utilizando como método de captura las trampas adhesivas, la
especie mas frecuente en el sur de la provincia de Granada es S. minuta, seguida de
P. perniciosus, P. sergenti, P. papatasi, P. ariasi y P. alexandri. En la provincia de
Granada, P. perniciosus es el principal vector de L. infantum debido a que tiene una

mayor densidad, abundancia y distribucidon que P. ariasi.

Teniendo en cuenta que la capacidad vectorial de una especie de flebotomo
pudiera depender de la existencia de razas o incluso especies hermanas, que soélo
pueden ser identificadas por métodos moleculares, se ha estudiado la variaciéon
genética de las poblaciones espafiolas de P. sergentiy P. ariasi comparandolas con
ejemplares capturados en otras zonas endémicas. Para ello hemos escogido dos
genes con una alta tasa de mutacidn que muestran un tipo de herencia diferente: el
ITS2 del ADN ribosémico y el Cyt b del ADN mitocondrial. Para realizar este analisis se
han seleccionado individuos de P. sergenti de varias localidades espafolas vy
marroquies capturados mediante trampas de luz tipo CDC; y de Marruecos, Argelia,
Espaina, Portugal y Francia en el caso de P. ariasi. A estos ejemplares se les ha
extraido el ADN para posteriormente realizar una PCR-secuenciacion de los genes
antes mencionados. Las secuencias obtenidas se han analizado y utilizado para el
estudio filogenético de las mismas. En el desarrollo de estos estudios hemos podido
comprobar que las poblaciones de vectores de L. tropica y L. infantum presentan una
gran diversidad, que es coincidente en su mayor parte con las teorias de dispersion
propuestas para todos ellos. A su vez hemos determinado la existencia en P. sergenti

de una linea mitocondrial comun entre Espafia y Marruecos.

El uso de los Sistemas de Informacién Geografica (SIG) permite la unidn de
datos epidemioldgicos y medioambientales para la realizacion de analisis estadisticos

espaciales y mapas (Mapping and Spatial Modeling Approaches) como muestran



algunos estudios realizados sobre diversas enfermedades de transmisidon vectorial.
Aplicando esta metodologia, se han construido mapas de riesgo de exposiciéon a P.
perniciosus de la provincia de Granada que pudieran ser utilizados en programas de
control de L. infantum, y mapas de riesgo de exposicién a P. sergenti del suroeste
europeo para la evaluacion del posible establecimiento de un foco autéctono de L.
tropica en esta region. La alta probabilidad de presencia observado en los mapas de
riesgo de P. sergenti unido a la existencia de una linea mitocondrial coincidente entre
Espafia y Marruecos hace que el sur de la Peninsula Ibérica deba considerarse una
zona susceptible de sufrir el establecimiento de L. tropica. También hemos podido
constatar que mediante el uso de muros de contencidn del terreno que posean tubos
de PVC en sus agujeros de drenaje y que estén provistos de vegetacion, se favorece
una reduccion significativa de la presencia de flebotomos vectores por lo que se

muestran como unas factibles medidas de control de la enfermedad.

La realizacion de la presente tesis nos ha aportado un mejor conocimiento
ecoldgico y/o genético de las principales especies vectoras presentes en Espafia,
proporciondndonos la informacidn necesaria para poder realizar programas de

control sobre la leishmaniosis mas eficientes.
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1. INTRODUCCION

La leishmaniosis es el nombre genérico que engloba a un grupo de
enfermedades parasitarias que afectan al hombre y a otros mamiferos, y que estan
producidas por protozoos flagelados Trypanosomatidos del género Leishmania Ross,
1903 (Gallego, 2004; WHO, 2004). La transmision natural de estas enfermedades
suele ser zoondtica o antropondtica y se produce normalmente mediante la picadura
de dipteros nematdceros de la familia Phlebotomidae, generalmente del género
Phlebotomus en el Viejo Mundo y del género Lutzomyia en el Nuevo Mundo. En la
actualidad se conocen cerca de 30 especies patégenas del género Leishmania, de las
que unas 20 son capaces de producir la enfermedad en humanos, siendo en su
mayoria zoonosis. Basicamente existen 3 formas clinicas: leishmaniosis cutdnea,
cutdneo-mucosa y visceral. Que se desarrolle una u otra depende de la especie del
pardsito y del estado inmunitario del hospedador. Por este motivo es importante

identificar la especie.

1.1. Encuadre taxondmico de Leishmania spp

Son varias las clasificaciones que se han utilizado para encuadrar
taxondmicamente al género Leishmania. Desde 1916 hasta 1987 se propusieron
clasificaciones monotéticas (sélo usan un criterio diferenciador) que seguian el
sistema de Linneo, y que se basaban principalmente en caracteristicas eco-
epidemioldgicas y clinicas, y aspectos de comportamiento del parasito. En 1987,
Lainson y Shaw publicaron una versidn mejorada de la clasificacion del género
Leishmania pero no respondia al origen mono o polifilético del mismo. En esta
clasificacion, se establecian 2 subgéneros: Leishmania, que se encuentra presente
tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo, y Viannia que se encuentra restringido al
Nuevo Mundo. Estos dos subgéneros se diferenciaron inicialmente en funcion del

lugar de multiplicacién dentro del vector, ya que el subgénero Leishmania presenta

S.D. Bardn Lopez (2014)
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un desarrollo suprapilérico, mientras que el subgénero Viannia es peripildrico.
Tradicionalmente, el género Leishmania se ha incluido dentro del Orden
Kinetoplastida, debido a la presencia de una gran mitocondria Unica que ocupa gran
parte del citoplasma, tipica de los protozoos pertenecientes a este orden, dentro de
la cual se puede observar el ADN mitocondrial enrollado llamado kinetoplasto o ADNk
(Gallego Berenguer, 2006). La introduccidon en los estudios taxondmicos de técnicas
bioquimicas y moleculares de analisis de diferentes marcadores, han logrado
establecer relaciones filogenéticas entre los distintos grupos y especies. Estos
estudios bioquimicos y moleculares se han basado principalmente en técnicas
isoenzimaticas y de andlisis del ADNk, y han permitido aceptar la clasificacién
propuesta por Lainson y Shaw (1987), en la que se establecen los subgéneros
Leishmania y Viannia (Banuls et al., 2007; Schoénian et al.,, 2010). La posicion
taxondmica de las especies presentes en el hombre, propuesta por la WHO en 2010,

se muestra a continuacion.

Subreino ' Protozoa |
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
: S .
G@'ae'b Suborden Trypunos?maﬁna | Gv\eto !
Crithidia : N Endotrypanum
Familia Trypanosomatidae

|||

Leptomonas Phytomonas
Herpetomonas 1 [ ] Trypanosoma
Blostocrithidio Leishmania Souroleishmania
Subgénero Leishmania Viannia
| L_J [I—
Cornplejo L. donovani I L. tropica I L. mafor l L. oethopica | L. mexicona L braziliensis Sin asignar ‘ L. guyanensis ‘
A A A | i | | |
T T T T ¥ 1 ¥ T
i T 1 : : | + |
L. donovani L. killicki* L. major L aethopica L. amazonensis L braziliensis L. lainsoni L. guyanensis
L. infantum L. tropica L arabica L garnhami* L. peruviana L. panamensis
Especie L. archibaldi* L mexicana
L. pifanoi

| |

Figura 1. Clasificacion taxondmica de las especies de Leishmania presentes en el hombre. *Especies cuya posicién o
existencia actual estd bajo discusion. Obtenida de WHO (2010). Modificada por el autor.

L venezuelensis ‘ l | |

4 Tesis Doctoral



. . . . L. . .. . . . ~ Y 3
Estudio cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de Leishmania infantum y Leishmania tropica, en Espafia: | ’;;’
Construccion y evaluacién de mapas de riesgo como herramienta para el control de la Leishmaniosis. i

Cabe destacar que en la Figura 1 se puede observar que dentro del complejo L.
donovani no se incluye la especie L. chagasi, ya que se ha demostrado que es idéntica
a L. infantum. Segun Mauricio et al. (2000), L. infantum se introdujo en el Nuevo
Mundo después de la colonizacién europea de las Américas y una vez alli se produjo
una rapida colonizacién, poniéndole el nombre de L. chagasi al ser aislada por
primera vez en este nuevo ambiente. Los datos genéticos y enzimaticos presentes
sobre estas especies unidas al hecho de que no hay evidencias de peso que
demuestren una presencia anterior de L. chagasi en las Américas, indican que ambas
especies han de ser consideradas sindnimas. Ademas de las especies mostradas en la
Figura 1, hay otras no descritas que actualmente estdn siendo objeto de estudio,
algunas de las cuales son capaces de producir patologias en el hombre (Ashford,
2000; WHO, 2010). Otra especie sometida a controversia ha sido L. archibaldi,
descrita en Sudan. Algunos autores han dudado de su existencia, otros la han
considerado sinénima de L. donovani, y otros intermedia entre L. donovani y L.

infantum. Pratlong et al. (2013) mantienen su estatus especifico.

También cabe mencionar que hay una serie de especies que no producen
enfermedad en el hombre tanto en el Viejo Mundo (L. arabica y L. gerbilli del
complejo L. major) como en el Nuevo Mundo (L. aristidesi, L. enrietti, L. deanei y L.
hertigi), y que estarian incluidas dentro del subgénero Leishmania. La descripcion
reciente de L. siamensis en Thailandia y EEUU (Bualert et al., 2012; Reuss et al., 2012),
y su similitud con L. enrietti, habla de la importancia que pueden tener estas especies.
A pesar de que la clasificacion mostrada en la Figura 1 es la mas aceptada
actualmente por la OMS, diversos autores han propuesto actualizaciones en esta
clasificacion. Segun esta nueva tendencia el género Leishmania estaria encuadrado
taxondmicamente en el Reino Protozoa, Phylum Euglenozoa, Clase Kinetoplastea
(Cavalier-Smith, 1998; Cox, 2002; de-Mee(s y Renaud, 2002), mientras que Adl et al.
(2005) consideran que el Phylum Euglenozoa quedaria dentro del super-grupo

Excavata.
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1.2. Origen del género Leishmania e historia de la Leishmaniosis

Aunque el origen del género Leishmania ofrece una gran controversia, en la
actualidad hay dos tendencias principales, el origen Paleartico y el Neotropical. La
primera teoria sugiere que el género Sauroleishmania se origind en reptiles del
Cretacico en el Paleartico, adaptandose posteriormente a roedores, evolucionando
conjuntamente con ellos y apareciendo el género Leishmania. Posteriormente el
subgénero Leishmania se expandié por la region Neartica a través del Puente de
Bering al final del Eoceno. Después se dispersd posiblemente por el Puente de
Panamd a la regién Neotropical, donde se originé el subgénero Viannia por una
rapida especiacion a partir del subgénero Leishmania, favorecida por las particulares

caracteristicas mediaoambientales de esta region (Kerr, 2000; Kerr et al., 2000).

La segunda teoria sugirid que el género Leishmania divergié del género
Endotrypanum en la regién Neotropical durante el Paleoceno, siendo sus primeros
reservorios vertebrados las especies del género Xenarthra (perezosos).
Posteriormente migré al Paledrtico a través del Puente de Bering, hace 15 millones de
afos durante el Mioceno tardio, antes de que esta regidn fuera demasiado fria para
el paso de sus vectores (Noyes, 1998; Noyes et al., 2000). Antes de esta migracion,
divergio el subgénero Viannia durante el Mioceno temprano, y posiblemente ya en el
Viejo Mundo se produjo la divergencia de los subgéneros Leishmania vy
Sauroleishmania como consecuencia de su adaptacion a los reptiles durante la
segunda mitad del Mioceno, aunque también se piensa que pudieron divergir en el

Nuevo Mundo y migrar de forma independiente al Viejo Mundo.

lgualmente se ha sugerido, teniendo en cuenta las teorias anteriores, otra
posible explicacion para el origen del género Leishmania y la formacion de los
distintos subgéneros (Momen y Cupolillo, 2000). Segun esta teoria, posiblemente los
subgéneros Sauroleishmania y Leishmania divergieron a partir de un ancestro comun

en el Paleartico mediante la adaptacion a sus distintos reservorios. Posteriormente el
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subgénero Leishmania se dispersé al Neartico con sus hospedadores roedores por el
Puente de Bering durante el Eoceno, pudiendo entrar después al Neotrdpico a través
de sucesivos saltos por las islas que los separaban o después de la formacién del
Puente de Panama durante el Plioceno. Segun estos autores, el grupo Euleishmania
evolucioné de forma separada originando el subgénero Leishmania en el Viejo
Mundo y el subgénero Viannia en el Nuevo Mundo a partir de un ancestro comun
después de la separacion de Gondwanda en el Mesozoico. Por el contrario, el grupo
Paraleishmania se pudo originar mediante la adaptacion del género Leishmania a los
roedores Histricomorfos (puercoespines) después de su introduccién en el
Neotrdpico durante el Cenozoico temprano, ya que estos roedores no se han
encontrado parasitados por ninguna otra especie de Leishmania. A partir de esta
primera Paraleishmania pudieron surgir el resto de especies que conforman este

grupo a través de su evolucion y adaptacioén a distintos hospedadores.

Independientemente del origen y diseminacién de este género, desde la
antigiedad se han venido recogiendo descripciones de dolencias que se asemejan a
la leishmaniosis, tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo. Las primeras referencias
que se dan de esta enfermedad, se recogen en el “Papiro de Ebers” donde se cita
como “grano del Nilo” (Leishmaniosis cutdnea) (Garcia-Almagro, 2005). Este
documento fue redactado en el antiguo Egipto cerca del afio 1600 a. C. y se trata de
uno de los mds antiguos tratados de medicina que se conocen. Zink et al. (2006)
encontraron leishmaniosis visceral en tumbas egipcias del afio 2000 a. C. También
hay referencias en la Biblia mediante la sexta plaga de Egipto (Exodo 9:8) y en la
promulgacién de la ley de Dios por Moisés, como una de las maldiciones de Yahvé a
los desobedientes a sus mandamientos (Deuteronomio 28:27) (Garcia-Almagro,
2005). También en el Levitico, 13: 4-8 se diferencia entre las erupciones y la lepra. A
su vez, en tablillas originarias de la biblioteca de Ninive, creada por el rey Asirio
Ashurbanipal (siglo VII a. C.), se descubrieron descripciones de lesiones similares a

leishmaniosis cutdneas, algunas de las cuales pueden haber derivado de textos
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incluso anteriores al 1500-2500 a. C. (ul Bari, 2006). En el siglo X algunos médicos
musulmanes, como por ejemplo Avicena, describieron detalladamente lo que se
llamé “Balkh doloroso” (ul Bari, 2006). También hay referencias de leishmaniosis
cutaneo-mucosas en el Nuevo Mundo durante la época precolombina, resultado del
estudio de los “huacos”, figuras de arcilla realizadas por los Incas peruanos en las que
se pudieron observar que algunas representaciones presentaban lesiones cutdneas y
deformidades de la cara. Los espaioles que penetraron en los valles andinos tras la
conquista de Peru, desarrollaron lesiones mutilantes semejantes a las representadas
en los “huacos” (Oumeish, 1999). En 1688, Diego Lopez Cogolludo relatdé que los
primeros franciscanos que intentaron convertir a los indigenas americanos se
encontraron que un gran numero de éstos presentaban las “orejas podridas”, y en
1927 se publicd el hallazgo de idolillos de piedra con las “orejas comidas”,
mutilaciones que parecian hechas ex profeso y no por acciéon del paso del tiempo
(Rebollar, 1995). En este sentido cabe resaltar que recientemente se han encontrado
4 calaveras de mujer en el cementerio arqueolégico de Cayo Oriente (Chile) con
lesiones propias de leishmaniosis cutaneo-mucosa crénica que fueron confirmadas

por PCR (Costa et al., 2009). El ADN aislado era distinto a L. donovani.

Figura 2. Huacos Mochicas (A y C) y caso real (B) mostrando lesiones tipicas de
leishmaniosis. Imagenes obtenidas de la pagina web de la WHO y del Dr. Zufio
Burstein (UNMSM, Lima (Peru)).

A finales del siglo XIX y principios del siglo XX Cunningham, Borovsky,
Leishman, Donovan, Wrigth, Lidenberg y Vianna, identificaron cada uno de forma

independiente al agente causante de las leishmaniosis, al que Roland Ross dio el
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nombre genérico de Leishmania (WHO, 2010). En 1756, Alexander Russell hizo una
descripcion detallada de la enfermedad después de examinar a un paciente turco en
Aleppo. En 1885 Cunningham identificé a los parasitos causantes de la leishmaniosis
cutanea, y en 1898 Peter Borovsky publicé la primera descripcidn exacta del agente
causal distinguiendo nucleo y kinetoplasto en los amastigotes, asi como la relacidn
del parasito con los tejidos del hospedador, y que se trataba de un protozoo. Esta
Ultima publicacidn se realizdé en una revista rusa de baja difusiéon por lo que no tuvo
repercusion internacional hasta pasados varios afios. En 1903 Leishman y Donovan
describieron al protozoo causante del Kala-Azar en la India, mientras que Wrigth, en
ese mismo afno, lo describid a partir de la Ulcera de un nifio armenio (L. tropica).
Finalmente Ronald Ross, también en 1903, establecio la relacion entre la enfermedad
y el parasito, y llamé al organismo Leishmania donovani. En 1904, Cathoire y Laveran
encontraron en ltalia Leishmania en un nifio con anemia esplénica infantil; y Nicolle
(1908) en Tunez cultivd por primera vez al pardsito en el laboratorio en medio agar
sangre 6 medio NNN, identificé al perro como reservorio, y lo llamé Leishmania

infantum.

Figura 3. Retratos de algunos de los principales investigadores responsables del descubrimiento de la
leishmaniosis: (A) Peter Borovsky (1863-1932), (B) William Boog Leishman (1865-1926), (C) Charles Donovan
(1863-1951), (D) Ronald Ross (1857-1932). Las imagenes se han obtenido en Wikipedia (A, By D), y laimagen C de
http://www.nodo50.0rg/amigosdelosgalgos/leishmania.html.

En el Nuevo mundo los primeros datos de la enfermedad fueron publicados
por Lindenberg en 1909 mediante el estudio de una lesidn cutanea en el distrito de

Sao Paulo en Brasil, mientras que Vianna en 1911 clasificé al parasito como
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Leishmania braziliensis. En 1912 este mismo autor demostré la utilidad del uso de
antimoniales (tartaro emético) en el tratamiento de la enfermedad cutdnea, mientras
que en 1915, Di Cristina y Caronia, demostraron esta utilidad frente a la leishmaniosis

visceral en ltalia.

Figura 4. Retratos de algunos de los principales investigadores
responsables del descubrimiento de la leishmaniosis en
sudamérica: (A) Adolpho Lindenberg (1872-1944), (B) Gaspar
Vianna (1885-1914). Imagenes obtenidas de Lainson, 2010.

En 1911 Wenyon sugiri6 que un hematéfago podria ser el vector de la
leishmaniosis, pero no fue hasta 1921 cuando ésto fue confirmado por los hermanos
Sergent, Parrot, Donatien y Bequet mediante el desarrollo de lesiones cutdneas en
voluntarios a los cuales se les inoculd experimentalmente un triturado de hembras de
flebotomo. Poco después, en 1925, Adler y Theodor demostraron la transmision
experimental de la leishmaniosis cutanea a través de la picadura de Phlebotomus
papatasi. En 1912 Carini identificd Leishmania en lesiones de mucosas en pacientes
de Brasil, en 1913 Bates describid el primer caso de leishmaniosis en mucosa nasal, y
en 1914 los rusos Yakimoff y Shakor distinguieron los parasitos que causaban la

leishmaniosis cutanea en Asia central, describiendo L. major.

En 1922 Bramachari introdujo el primero de los varios antimoniales
pentavalentes que se han utilizado para el tratamiento de la leishmaniosis.
Montenegro en 1926 empled por primera vez la intradermorreaccion (IDR) de
antigenos de Leishmania como método de diagndstico de la leishmaniosis cutdaneo-
mucosa (Test de Montenegro), mediante la inoculaciéon intradérmica de una

suspension de organismos muertos obtenidos de cultivo. Posteriormente este test se
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ha usado en multitud de estudios epidemioldgicos tanto en el Viejo como en el
Nuevo Mundo. En 1942 Vilanova realizé por primera vez un tratamiento intralesional

de la leishmaniosis con antimonio pentavalente.

En 1948 tanto Prado Barrientos en Brasil como Convit y Kerdel-Vegas en
Venezuela, publicaron los primeros casos de leishmaniosis cutanea diseminada
(Corrales Padilla y Lainez, 1968). En 1968, Gunders et al., establecieron el caracter
zoondtico de la leishmaniosis al encontrar Leishmania major en el roedor
Psammomys obesus. En 1985, De la Loma et al., describieron por primera vez la
coinfeccién de Leishmania con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), y en
1996 se citd el ciclo artificial antropondtico en estos coinfectados a través de las
jeringuillas (Alvar et al., 1997), cuya existencia fue apoyada por otras investigaciones

(Pineda et al., 2001; Morillas-Marquez et al., 2002).

En los afios 70 en Kenia y en los afios 80 en la India se empezaron a ver los
primeros casos de resistencia a los antimoniales pentavalentes, por lo que en la
busqueda de nuevos farmacos se registré en 1996 el primer uso de la anfotericina B
liposomal como tratamiento de la leishmaniosis, de la miltefosina en 2004 y de la

paromomicina en el 2006.

En el caso concreto de Espana, el primer caso de kala-azar lo describid
Pittaluga en 1912 mediante la visualizacidon del parasito en una muestra obtenida a
partir de una puncidén esplénica, en la comarca de Tortosa. El primer caso de
leishmaniosis canina lo describié también Pittaluga en esta misma regién un afio mas
tarde. Poco después, en 1914, Camacho Alexandre y Fernandez Martinez
describieron de forma casi simultanea los primeros casos de botdn de oriente en la
costa oriental de Andalucia. Posteriormente se comprobd que tanto Kala-Azar como
botdn de oriente se trataban de dolencias relativamente frecuentes que afectaban a
amplias zonas del pais. A partir de 1920 se incrementd el numero de casos

diagnosticados de kala-azar debido a las campanas antipaludicas que se realizaron en
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zonas rurales. En 1925 Pittaluga ya mencionaba la presencia de 343 casos de kala-
azar confirmados por puncion esplénica, mientras que en 1932 Benavente Garcia
cifraba en un millar los casos producidos y Najera en 1947 en dos millares. En los
anos 40 se produjo un aumento sustancial de las publicaciones sobre leishmaniosis
posiblemente debido al incremento del interés por esta enfermedad. La primera cita

de la utilizacion del Test de Montenegro en Espaia la realizé Vilanova en 1954.

Figura 5. Retrato de Gustavo Pittaluga Fattorini (1876-1956).
Imagen obtenida de la Real Academia Nacional de Medicina,
Espaiia.

En cuanto al tratamiento de la enfermedad, en 1914 se introdujo el
permanganato potdsico como primera sustancia usada para el tratamiento tépico del
botdn de Oriente, que posteriormente fue sustituido por otras sustancias hasta la
utilizacion de antimoniales pentavalentes por inyeccidn intralesional (Botet y Portus,
1993). Cabe destacar que a principios del 2012 los laboratorios Virbac han
comenzado a comercializar la primera vacuna contra la leishmaniosis canina con el
nombre de Canileish. A pesar de que segun estos laboratorios la eficacia es bastante
alta, se ha podido comprobar que en algunos casos se producen efectos secundarios
aunque no revisten especial gravedad. A su vez, a mediados de 2012 los laboratorios
Esteve han comercializado el Leisguard, un jarabe activador del sistema inmune del
perro cuyo principio activo es la domperidona (Gémez-Ochoa et al., 2009; Gémez-

Ochoa et al., 2012).

En lo referente a la presencia en Espana de flebotomos, en 1909 Czerny vy
Strobl identificaron la especie Phlebotomus papatasi a partir de las capturas de

Lauffer en El Escorial (Madrid), siendo ésta la primera cita de flebotomos en la
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Peninsula Ibérica. Sin embargo, Ledn-Sanz et al. en 1998 pudieron analizar las
muestras obtenidas por Lauffer, depositadas en el Museo Nacional de Ciencias
Naturales (CSIC, Madrid), observando que se habia producido un error en la
clasificacion de estos ejemplares, por lo que realmente las primeras especies
capturadas en la Peninsula Ibérica fueron Phlebotomus ariasi y Phlebotomus
perniciosus. La primera captura de Phlebotomus papatasi en Espafia la realizaron
Pittaluga y De Buen en 1917. En 1923 Pittaluga sefala la presencia en Espaia de 4
especies de flebotomos: P. papatasi, P. minutus (actualmente Sergentomyia minuta),
P. legeri (actualmente P. perniciosus) y P. sergenti. En 1921, Tonnoir describe P. ariasi
a partir de ejemplares capturados en Barcelona. Posteriormente varios autores se
dedicaron al estudio de estos dipteros hasta que Gil Collado et al. (1989) realizaron
una revision en la que se incluian todas las especies presentes en Espaia, asi como su
distribucidn, taxonomia, y biologia. En 1992, Gallego-Berenguer et al., realizaron una
revision de esta distribucion afadiendo nuevos datos de ocupacién de especies en
provincias en las que anteriormente no estaban presentes. A partir de entonces hasta
la actualidad hay multitud de estudios realizados sobre estos dipteros. En Espaiia,
actualmente se han identificado un total de 11 especies de flebotomo (Gallego-

Berenguer et al., 1992; Lucientes et al., 1994; Martinez-Ortega et al., 1996).

1.3. Aspectos generales de la leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria relacionada principalmente
con zonas deprimidas econdmicamente o en paises en vias de desarrollo, que se
localizan en zonas de clima calido o templado. Las infecciones producidas por
Leishmania se producen por todo el mundo, estando involucradas distintas especies
gue son responsables de un amplio espectro de enfermedades clinicas en humanos.
A pesar de ser una enfermedad con una alta incidencia a nivel mundial, en la
actualidad la leishmaniosis sigue siendo una de las enfermedades mas olvidadas por

las instituciones sanitarias, ya que se considera que representa un problema de baja
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prioridad. Esta consideracién se debe principalmente a que normalmente suele
aparecer en regiones rurales y periurbanas alejadas de los centros de gobierno, y a la
distribucion parcheada de las zonas de transmisién, a la vez que existen otros
problemas de salud publica de mayor magnitud y repercusién medidtica (Desjeux,
1996; Desjeux y Alvar, 2003; WHO, 2004). En la ultima década se han realizado
importantes avances cientificos en el tratamiento, diagndstico y prevencion de la
leishmaniosis, a la vez que los precios de varios medicamentos esenciales se han
reducido. Estas investigaciones han facilitado la implementacidon de programas de
control nacionales y regionales sostenibles. Sin embargo, la mortalidad y morbilidad
de la leishmaniosis en todo el mundo muestran una preocupante tendencia creciente
debido a que el funcionamiento de estos programas de control sigue siendo escaso

(WHO, 2010).

1.3.1. Distribucion mundial y numero de casos anuales

Las leishmaniosis estdn ampliamente extendidas, produciéndose la
transmision a humanos en 5 continentes, aunque la mayor parte de los casos se
producen en unos pocos focos. Segun la WHO la leishmaniosis es endémica en 98
paises, alcanzandose una poblacién de riesgo de 350 millones de personas (Figura 5).
Se estima que la prevalencia esta en torno a 12 millones de personas, y que la
incidencia anual es de 2 millones de casos (1,5 millones de casos de leishmaniosis
cutanea y 0,5 millones de casos de leishmaniosis visceral). Segun Alvar et al. (2012),
oficialmente se declaran anualmente mas de 58.000 casos de leishmaniosis visceral y
mas de 220.000 casos de leishmaniosis cutanea, por lo que el niumero de casos
declarados oficialmente es mucho menor al real. Ademas cada afio se producen mas
de 50.000 muertes producidas por leishmaniosis visceral, mortalidad que solo es
superada por la malaria y la ascariosis entre la enfermedades parasitarias (WHO,
2010). Del total de paises que se ven afectados por esta enfermedad, solo en 40 se

trata de una Enfermedad de Declaracién Obligatoria (EDO). Actualmente se acepta un
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importante déficit en cuanto al nimero de casos declarados, siendo estas cifras uno
de los mayores condicionantes para que se haya considerado a la leishmaniosis una
enfermedad de baja prioridad (Gallego, 2004). A pesar de ser EDO, el numero de

casos declarados es muy inferior al real por lo que se esta subestimando la incidencia

de esta enfermedad.
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Figura 6. Distribucion mundial de los casos de leishmaniosis y coinfeccidn VIH-Leishmania (1990-1998) (WHO, 2007).

En marzo de 2010 la coinfeccién HIV-Leishmania habia sido mencionada en 35
paises endémicos (Figura 5). Hay que destacar que la coinfeccion con el VIH ha
intensificado el nimero de casos de leishmaniosis cutanea y visceral, a la vez que han
producido formas severas mas dificiles de manejar. En Europa el uso de las terapias
antirretrovirales ha reducido este incremento en el numero de casos, pero en
regiones en las que el acceso a estas terapias esta mas restringido la prevalencia

muestra un crecimiento constante (Lopez-Vélez, 2003; ter Horst et al., 2008).

En los ultimos afnos se han descrito casos autdctonos en areas anteriormente

no endémicas como son, entre otras, Estados Unidos y Canadd, donde se han
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encontrado perros con anticuerpos anti-Leishmania (Enserink, 2000), en la zona norte
de Australia donde se han encontrado canguros con leishmaniosis cutanea (Rose et
al., 2004), y en Alemania donde se han diagnosticado diversos casos humanos,
caninos y equinos (Bogdan et al.,, 2001; Koehler et al., 2002). Por lo tanto la
leishmaniosis se trata de una enfermedad dindmica con unas circunstancias de
transmisidn en continuo cambio debido a factores ambientales, demograficos y de

comportamiento humano (Gramiccia y Gradoni, 2005).

1.3.2. El caso particular de Espaiia

En la Peninsula lbérica, Leishmania infantum es la Unica especie responsable
de la leishmaniosis humana, canina y de otros hospedadores tanto cutanea como
visceral y cutdneo-mucosa (Martin-Sanchez et al., 1996; Martin-Sanchez et al., 2004).
En Espafia, la leishmaniosis ha sido considerada Enfermedad de Declaracion
Obligatoria (EDO) desde 1982 (B.0O.E. n213, 1981) hasta 1996, afio en el cual se cred la
Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y la enfermedad pasd a ser competencia
de las Comunidades Autonomas con casos registrados (Real Decreto 2210/1995).
Aunque la leishmaniosis dejo de ser una EDO a nivel estatal, en la comunidad
andaluza sigue siendo de declaracion obligatoria, por lo que las instituciones
sanitarias han de declarar todos los casos detectados. Lamentablemente esto no se
llega a cumplir totalmente ya que las cifras declaradas a nivel provincial y autondmico
qguedan infravaloradas por el hecho de que fundamentalmente se declaran los casos
viscerales, debido a que en muchas ocasiones las leishmaniosis cutaneas son
confundidas con otras afecciones de la piel, o simplemente no son declaradas. Como
ejemplo cabe indicar que en el periodo comprendido entre 1984-1986 en la provincia
de Granada se declararon tan solo 6 casos de leishmaniosis en los distintos Boletines
Epidemioldgicos consultados, mientras que en ese periodo al menos se
diagnosticaron 12 casos de leishmaniosis cutanea en esta provincia (Alcalde-Alonso et

al., 1989).
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Por otro lado tenemos la falta de declaracién de los casos de infeccion criptica,
cuando aproximadamente el 60% de las co-infecciones Leishmania-VIH son
asintomaticas (Pineda et al.,, 1998). En un estudio realizado sobre poblaciéon
asintomatica, inmunocompetente, sin antecedentes de leishmaniosis y con riesgo de
infeccion parenteral, se observé que el 8% de los individuos presentan titulos de
anticuerpos anti-Leishmania >1:80, y que en el 24% de las personas que presentan
titulos 21:20 (seropositivos) se detectd6 ADNk de Leishmania infantum en sangre
(Martin-Sanchez et al., 2004). Por lo tanto, los datos presentados en los Boletines
Epidemioldgicos no son mas que el pico del iceberg, siendo los casos reales de
infeccion por Leishmania superiores a los presentados en estas publicaciones. A este
respecto, Valcarcel et al. (2008) obtuvieron en un estudio retrospectivo sobre altas
hospitalarias en el periodo 1999-2003, tasas de leishmaniosis de 0,4 (casos/100.000
hab. por afio), similar a las obtenidas por Gil-Prieto et al. (2011). Cabe destacar que
algunos estudios mencionan la ausencia de casos de leishmaniosis cutdnea en
Espafna, seguramente debido a que no requieren ingreso hospitalario y no son
notificados (Dujardin et al., 2008; Alvar et al., 2012). Contradiciendo este hecho,
Alcalde-Alonso et al. (1989) mencionan la presencia de 41 casos de leishmaniosis
cutdanea entre 1981-1986 sdlo en la provincia de Granada, mientras que Garcia-
Almagro (2005) recoge 131 casos cutaneos y mucosos en Toledo entre los afios 1992-
2004, y Aguado et al. (2013) recogieron un total de 149 casos cutdneos en un brote
de leishmaniosis en Fuenlabrada (Madrid) entre los afios 2010-2012. A pesar de estos
datos de infeccion de humanos en Espana, no se considera que el hombre actue

como hospedador reservorio de L. infantum.

Aunque se han descrito casos de infecciéon en zorros (Fisa et al., 1999), ratas
(Morillas-Marquez et al., 1985), équidos (Solano-Gallego et al., 2003), gatos (Martin-
Sanchez et al, 2007) y otros animales salvajes (Sobrino et al., 2008), el papel de
reservorio lo desempefia fundamentalmente el perro doméstico (Canis familiaris)

(Acedo-Sanchez et al., 1996; Alvar et al., 2004), siendo por lo tanto el principal animal
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implicado en el mantenimiento y distribucién de L. infantum, y cuya relacién con la
enfermedad ha sido estudiada durante afos (Alvar et al.,, 2004). Dentro de estos
animales que han sido encontrados infectados, han despertado un interés especial
los casos de leishmaniosis felina en el ciclo urbano de la enfermedad, y el zorro y la
liebre en el ciclo silvestre (Fisa et al., 1999; Portus et al., 2002; Martin-Sanchez et al.,

2007; Molina et al., 2012).

Las cifras de leishmaniosis canina obtenidas tanto en toda la Cuenca
Mediterrdnea como particularmente en Espafia, donde se han registrado
prevalencias del 0 al 100% (Acedo-Sanchez et al., 1996; Morillas et al., 1996; Fisa et
al., 1999; Lepe et al., 2000; Solano-Gallego et al., 2001; Lucientes et al., 2005; Miré et
al., 2007; Galvez et al., 2010b; Chitimia et al., 2011), indican que nos encontramos
ante una enfermedad de gran impacto en términos de sanidad animal (Gallego, 2004;
Urbano et al., 2009). Ademas, al igual que ocurre con la variante humana de la
enfermedad, un elevado porcentaje de estos animales infectados no llegan a ser
identificados ni declarados. Esta subestimacion en el nimero de casos puede estar
relacionada con el hecho de que en torno al 50% de los perros infectados presentan
la enfermedad de forma asintomatica durante largos periodos (Cabral et al., 1992;
Solano-Gallego et al., 2001; Moreno y Alvar, 2002), o con el hecho de que muchos de
los sintomas causados por esta enfermedad son similares a los causados por otras
patologias (Alvar et al., 2004). También cobra importancia en esta subestimacion la
falta de control de las poblaciones de perros vagabundos, que pueden suponer hasta
un 22% de la poblacién canina espafnola (Moreno y Alvar, 2002), y cuya prevalencia
de infeccidn puede ser superior a la mostrada por los perros domésticos (Miré et al.,

2007).

1.3.3. Ciclo de vida general

El ciclo de vida de las especies del género Leishmania presenta un hospedador

vertebrado y otro invertebrado que actia como vector del parasito (ciclo de vida
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heteroxeno). Estos hospedadores invertebrados son dipteros nematdceros
principalmente del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y del género Lutzomyia en
el Nuevo Mundo, mientras que el hospedador vertebrado incluye a varios grupos de
animales entre los que se incluye el hombre. El ciclo de vida de estos protozoos, al
tratarse de parasitos polimdrficos, presenta una serie de formas que se diferencian
principalmente por la presencia o ausencia parcial de flagelo y por la disposicion del
kinetoplasto y del nucleo dentro del citoplasma. Entre estas fases se distinguen
principalmente: promastigote y amastigote (Figura 6), siendo el resto de formas
estadios intermedios entre ambos que se producen en el interior del hospedador
invertebrado. El promastigote es una forma extracelular, fusiforme y movil, con un
tamafio comprendido entre 10-30 um de longitud y entre 1,5-3 um de ancho, con un
nucleo oval central, con un kinetonucleo bastoniforme prenuclear (El kinetonucleo es

|II

una estructura “visual” formada por el kinetoplasto y el cuerpo basal del flagelo), y
con un flagelo anterior libre (Figura 6A) (Killick-Kendrick, 1990). El amastigote por el
contrario es una forma endocelular presente principalmente en el citoplasma de los
macrofagos del hospedador vertebrado, con una forma ovalada o redondeada, un
tamafo de 3-5 um de longitud y entre 1’5-2’5 um de ancho, un nucleo esferoidal

excéntrico, y un kinetonucleo anterior (Figura 6B) (Lainson y Shaw, 1987; Alexander

et al., 1999).

Figura 7. Estructura celular e imagen a microscopia electrénica de las principales formas de Leishmania spp.:
(A) Promastigote, (B) Amastigote. Imagenes obtenidas de Besteiro et al. (2007). Modificadas por el autor.
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En el hospedador invertebrado: La parte del ciclo biolégico que ocurre dentro

del vector se inicia cuando la hembra del flebotomo ingiere los macrdéfagos
infectados con las formas amastigote de Leishmania junto con la sangre del
hospedador vertebrado. Una vez en la luz del intestino medio del flebotomo, el
protozoo sale del macréfago y se transforma en promastigote prociclico, dentro de
las siguientes 24-48 horas, y se multiplica activamente mediante fisién binaria

longitudinal.

En un momento dado estos promastigotes prociclicos atraviesan la membrana
peritréfica que rodea a la sangre ingerida, y tras varios dias se transforman en
promastigotes nectomonas y migran hasta la valvula estomodeal, situada en la regién
anterior del intestino medio. Posteriormente van a sufrir una serie de
transformaciones intermedias que van a dar lugar a las leptomonas y haptomonas.
Después de pasar por estas fases intermedias, finalmente se van a transformar en

promastigotes metaciclicos que son la fase infectiva para el hospedador vertebrado.

Esta ultima forma de promastigote se sitla en la valvula estomodeal, e invade
las partes orales del flebotomo, tales como las glandulas salivares, faringe vy
probodscide. Una vez que estas formas infectivas se sitian en las estructuras del
vector antes mencionadas, el parasito pasa al hospedador vertebrado a través de la
picadura del flebotomo, inoculandole entre 10-100 promastigotes presentes en la
probdscide, sin que se sepa con exactitud como el parasito sale en direccion contraria
al flujo sanguineo ingerido. La mayoria de las teorias formuladas en este sentido
mencionan la obstaculizacién en la entrada de sangre por acumulacién de parasitos y
su posterior regurgitacion de forma activa por el flebotomo para evitar el bloqueo de
la alimentacidn, o el deterioro del sistema de alimentacién del flebotomo (Schlein,
1993; Bates, 2007; Sanchez-Saldafia et al., 2004). Otro posible método de infeccidn
seria la transmisidon de forma pasiva de los promastigotes metaciclicos que estan

situados en las piezas bucales de la probdscide que son introducidas en la piel.
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MNectomonas y Leptomonas

|

Vélvula estomodeal

Figura 8. Transformaciones sufridas por Leishmania dentro del hospedador invertebrado.
Tomada de Schlein (1993). Modificada por el autor.

En el hospedador vertebrado: Una vez que los promastigotes se han

introducido en el interior del hospedador vertebrado, estos activan el complemento
por una via alternativa que favorece la acumulacién de neutrdéfilos y macréfagos.
Ademds de esta activacion del complemento, el trauma mecdnico propio de la
picadura también induce la llegada de neutrdfilos a la zona. Los promastigotes
metaciclicos van a permanecer en el espacio intercelular hasta que son fagocitados
por macrofagos o por células dendriticas de la dermis, o son englobados por
neutréfilos. En el primero de los casos, una vez que son fagocitados quedan
englobados en vacuolas parasitoforas, donde gracias a una serie de mecanismos, son
capaces de resistir a la actividad digestiva y antimicrobiana de estas células
fagociticas. A su vez, la saliva del flebotomo favorece la reduccién en la produccion
de 6xido nitrico en los macréfagos activados por lo que también tiene un rol en el
establecimiento de la infeccidn. En el interior de esta vacuola parasitéfora, el parasito
se transforma en la forma amastigote y se multiplica activamente por division binaria.
El macrofago es capaz de albergar hasta 200 amastigotes, lo que provoca la
distension del macrdfago hasta que éste estalla y los amastigotes son liberados al

exterior.
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Figura 9. (A) Imagen a microscopia electrénica de un macréfago fagocitando a un
promastigote de Leishmania (Obtenida de Sciencephotolibrary); (B) Frotis tefiido con
amastigotes de Leishmania dentro del citoplasma de macréfagos (Imagen obtenida de CVBD;
Canine Vector-Borne Diseases-Bayer).

Aparte de este proceso, algunos autores hacen alusidén a un proceso exocitico
que implica la formacién de pequeias vacuolas que se fusionan a la superficie del
macrofago y permiten que los amastigotes sean liberados al torrente sanguineo
(Rittig y Bogdan, 2000). Los amastigotes libres van a infectar otros macrdéfagos, o bien
se diseminan a través del torrente circulatorio o via linfatica para infectar érganos
ricos en estas células inmunes como son higado, bazo o médula ésea. En el caso de
que los promastigotes metaciclicos queden englobados en neutréfilos, éstos se
dividen en su interior hasta que los neutréfilos son lisados. Para garantizar su
supervivencia, estos promastigotes metaciclicos necesitan volver a ser fagocitados
por otras células mieloides (Gallego-Berenger, 2006; Kaye y Scott, 2011; Sanchez-
Saldafia et al., 2004).

Flebotomo

Figura 10. Lineas celulares implicadas en la interaccién hospedador-parasito. Obtenida de Kaye y Schott
(2011), y modificada por Morales-Yuste (2012).
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Dado que los macréfagos son células especializadas en la destruccion de los
patégenos invasores e iniciacion de la respuesta inmune, como ya hemos comentado
anteriormente, los parasitos del género Leishmania han desarrollado un complejo
abanico de sofisticados mecanismos para evadir estas funciones. Entre los mas
conocidos podemos destacar la capacidad para inhibir la activacion del éxido nitrico o
ciertas citocinas relacionadas con el inicio de la respuesta inmune, las modificaciones
en la estructura y composicion de ciertas proteinas de superficie, y la incorporacion
de lipidos de membrana con funcion mimética procedentes de las células
hospedadoras (Alexander et al., 1999; Olivier et al., 2005). El flebotomo cierra el ciclo

al ingerir la sangre infectada.

1.4 Patologia de la Leishmaniosis

Las diferentes especies del género Leishmania son capaces de producir varios
tipos de leishmaniosis, y a su vez la patogenicidad de cada especie individual de
Leishmania varia en las diferentes poblaciones humanas dependiendo de su
respuesta inmune (por ejemplo que vivan en zona endémica o no), y de la cepa o
especie de Leishmania infectante. Dependiendo del grado de esta respuesta inmune,
la enfermedad presentara signos clinicos o subclinicos, a la vez que puede variar la
tasa de curacion espontanea y la de enfermedad recurrente. En general se describen
6 formas clinicas de la enfermedad: leishmaniosis visceral, leishmaniosis cutanea,
leishmaniosis cutdnea post Kala-azar, leishmaniosis cutanea difusa, leishmaniosis
cutanea diseminada y leishmaniosis cutdneo-mucosa (WHO, 2010; Sdnchez-Saldafia

et al., 2004).

Los neutrofilos son las primeras células del sistema inmune que se enfrentan a
Leishmania en el lugar de inoculacion del flebotomo, y las células del sistema inmune
innato influyen en el curso de la infeccidn y la enfermedad. Un exceso o un déficit de
la respuesta inmune puede conducir a presentaciones crdnicas de la enfermedad,

que son mas dificiles de tratar. En el caso de una falta de respuesta especifica
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mediada por células frente a Leishmania se produce la leishmaniosis cutanea difusa;
la inmunosupresidn durante la leishmaniosis visceral deja al individuo indefenso
frente a una carga parasitaria masiva, y una mayor hipersensibilidad mediada por las
células inmunes, produce desfiguraciones en las enfermedades cutanea y cutdneo-

mucosa (WHO, 2010).

1.4.1. Leishmaniosis visceral

Después de que el flebotomo inocule al parasito en el hospedador vertebrado,
hay un periodo de incubaciéon que varia de 4-10 meses. En pocos casos se produce
lesion en el lugar de la picadura del vector, ya que la mayoria de las veces pasa
desapercibida y tiene una evolucidn crénica. La progresién a leishmaniosis visceral o
“kala-azar” por norma general sucede de 3 a 8 meses después de la infeccidn,
momento desde el cual la enfermedad permanece asintomatica o con sintomas leves

que se resuelven de forma espontanea (Sanchez-Saldaiia et al., 2004).

Las manifestaciones clinicas tipicas estan asociadas con fiebre de intensidad
variable que puede durar semanas y se alterna con periodos afebriles, sudores
nocturnos, hepatoesplenomegalia (Figura 10), y delgadez progresiva que termina en
caquexia. Las linfoadenopatias pueden aparecer aunque no de forma constante
(Ashford, 2000). En la fase crdnica la esplenomegalia es muy marcada y puede llegar
a la fosa iliaca produciendo un abultamiento del abdomen considerable. También se
puede producir epistaxis, hemorragia gingival, edema, ascitis, anémia normocitica,
normocromica, neutropenia, trombocitopenia, hipo-albuminemia, elevacion de las
transaminasas, e hiperpigmentacion de la piel. Entre los pardametros serolégicos
destacan la hipergammaglobulinemia, en especial la activacion policlonal de los
anticuerpos Ig G, por su importante papel en el diagnéstico de la enfermedad. Este
tipo de leishmaniosis es fatal si no se realiza un tratamiento adecuado, y datos
recientes indican que la susceptibilidad a esta enfermedad esta determinada

genéticamente (Sanchez-Saldafia et al., 2004; WHO, 2010).
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Figura 11. Hepatoesplenomegalia tipica de la leishmaniosis visceral (A y B). Imagenes obtenidas de
www.leishrisk.net (A), y Sciencephotolibrary (B).

La leishmaniosis visceral humana se asocia con una respuesta mixta Thly Th2.
Durante la enfermedad, la respuesta Thl es inexistente o muy escasa mientras que si
se produce una respuesta Th2. Cuando se inicia la curacidn estos datos se invierten,
aumentando la respuesta Thl y disminuyendo la Th2. La cura después del
tratamiento se acompafia de un aumento del interferén-y y la interleuquina(IL)-12, y
la disminucién de IL-10. El numero de células T CD4+CD25+ se ha observado que se
incrementa durante la leishmaniosis visceral activa, y disminuye cuando se cura la
enfermedad, por lo que estas células T reguladoras pueden contribuir al estado de

inmunosupresion caracteristico de la leishmaniosis visceral (WHO, 2010).

Este tipo de leishmaniosis esta causada principalmente por el complejo L.
donovani, que incluye a las especies L. infantum, L. donovani y L. archibaldi en el
Viejo Mundo y L. infantum (=L. chagasi) en el Nuevo Mundo. También se han
declarado algunos casos de leishmaniosis visceral producida por L. tropica (WHO,
2010). El primer caso de leishmaniosis visceral en Espafia lo describié Pittaluga en
1912 mediante la visualizacion del pardasito en una muestra obtenida a partir de una
puncion esplénica, en la comarca de Tortosa. En la Figura 11 se muestra la

distribucién mundial de la leishmaniosis visceral segun la WHO.
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Figura 12. Distribucién mundial de la leishmaniosis visceral (WHO, pagina web).

1.4.2. Leishmaniosis cutanea

Los sintomas clinicos de la leishmaniosis cutanea varian segun la region, la
especie implicada, estado inmunolégico del hospedador y su susceptibilidad genética.
Esta leishmaniosis suele tener un periodo de incubacién de entre 2-3 semanas de
promedio, pudiendo variar entre 2 semanas y mds de 2 meses. Posteriormente
aparece una pequena lesidon primaria que presenta un leve enrojecimiento a su
alrededor, frecuentemente pruriginoso. A los pocos dias aparece una leve infiltracidn
papulosa de unos 3 mm de diametro, con mucha frecuencia con diminutas vesiculas,
que puede dar lugar a una pequefa escoriacion debido al rascado, y a una posterior
ulceraciéon. Algunas veces la lesidon remite espontdaneamente y origina una fase
asintomatica prolongada que puede reactivarse con un trauma local. El inicio de los
signos linfaticos producidos por este tipo de leishmaniosis puede aparecer antes, al
mismo tiempo o después de las ulceraciones. En estas fases tempranas y en pacientes
inmunodeprimidos hay un gran numero de macroéfagos cargados de parasitos y el
infiltrado de linfocitos y células plasmaticas aumenta progresivamente a medida que
evoluciona la lesién y sigue siendo alto hasta el final (Sdnchez-Saldafia et al., 2004;

WHO 2010).
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Pasados varios dias tras la aparicidon de la lesidn inicial, ésta se ulcera y se
cubre de un exudado amarillento y adherente que dara lugar a la formacién de la
costra. La ulceracion se produce por la licuefaccion de la capa basal de la piel debido
a la destruccidon de los macréfagos del hospedador durante la liberacidon de los
amastigotes y posiblemente por la accién dafiina de los antigenos liberados sobre los
tejidos. Debajo de la costra la infeccidn va a seguir avanzando extendiéndose en
superficie y profundidad. La ulcera caracteristica de la leishmaniosis es redondeada,
indolora, con bordes bien definidos levantados, indurada, con polimorfos en la zona
necrotica y numerosos linfocitos en la periferia. Cuando se desprende la costra
aparece un fondo granulomatoso, con exudado seroso no purulento, sin tendencia al
sangrado, y de color rojizo (o amarillento en el caso de que haya depdsitos de
fibrina). La piel alrededor de la lesién presenta coloracidon y aspecto normal. Durante
el periodo de destruccién activa de los parasitos, se producen edemas en la dermis
superficial, se dafian el colageno y la elastina, aumenta la reticulina y se produce
fibrosis. En algunos casos hay necrosis del coldgeno o de la epidermis, y la hiperplasia
pseudoepiteliomatosa es a menudo grave. En esta fase los capilares vasculares
pueden presentar inflamacion endotelial o puede haber vasculitis. A su vez, la muerte
por apoptosis de los queratinocitos se ha implicado en la formacion de las ulceras.
Con frecuencia los ganglios linfaticos son afectados produciendo linfangitis y

linfadenitis regionales (Sdnchez-Saldaia et al., 2004; Hernandez, 2006; WHO, 2010).

Figura 13. Linfoadenopatia. Imagen obtenida de Hernandez (2006).
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En los primeros meses de evolucién de la enfermedad, la ulcera ocasionada
tiende a crecer hasta un tamafo maximo dependiendo de la especie de Leishmania
que ha producido la infeccidn, y del estado del sistema inmune del hospedador
vertebrado. Las lesiones se suelen estabilizar debido a la actuacién del sistema
inmune y conforme empieza a prevalecer la respuesta inmune del hospedador, la
enfermedad empieza a remitir hasta su curacién espontdnea en un periodo de 6
meses a 3 anos. Durante esta remision de la enfermedad, las zonas necréticas son
reemplazadas por células de Langerhans y unas pocas células epitelioides. En un
numero de casos escasos se pueden producir recidivas cutdneas o complicaciones
mucosas de aparicion mdas o menos tardia (Sanchez-Saldafia et al., 2004; Hernandez,

2006; WHO, 2010).

Figura 14. Evolucién de una leishmaniosis cutdnea: (A) 3-8 dias post infeccion; (B) 2 semanas post infeccién; (C)
3 semanas post infeccion; (D) cicatriz tipica después de la curacion. Imagenes obtenidas de Hernandez (2006),
modificadas por el autor.

En las lesiones producidas por la leishmaniosis cutanea se han encontrado
citoquinas Thly Th2 en respuesta a los antigenos de Leishmania. La IL-10y la IL-13 se
han asociado con lesiones cronicas, al igual que los linfocitos T reguladores, aunque el
rol que desempefian aun no esta claro (WHO, 2010). A diferencia de la leishmaniosis

visceral, en la leishmaniosis cutdanea activa suele predominar la respuesta Th1l.

La leishmaniosis cutanea en el Viejo Mundo estd causada por 5 especies
pertenecientes al subgénero Leishmania: L. infantum, L. tropica, L. major, L.
aethopica y L. donovani. Por el contrario, en el Nuevo Mundo son 11 las especies que

desarrollan esta enfermedad, dando lugar a un amplio rango de manifestaciones.

28 | Tesis Doctoral



Estudio cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de Leishmania infantum y Leishmania tropica, en Espafia: | ; }:?7 Q
>
Construccion y evaluacién de mapas de riesgo como herramienta para el control de la Leishmaniosis. P =

Estas especies pertenecen al complejo L. mexicana (L. mexicana, L. amazonensis, L.
venezuelensis, L. garnhami y L. pifanoi), y al Complejo L. donovani (L. chagasi=L.
infantum) del subgénero Leishmania; y al Complejo L. braziliensis (L. braziliensis y L.
peruviana), al Complejo L. guyanensis (L. guyanensis y L. panamensis), y L. lainsoni
(sin Complejo asignado) del subgénero Viannia (Scorza et al., 1979; Bonfante-Garrido

et al., 1992; Colmenares et al., 2002; Sanchez-Saldafia et al., 2004; WHO, 2010).

Figura 15. Distribucién mundial de la leishmaniosis cutanea (WHO, 2005).

1.4.3. Leishmaniosis cutanea post Kala-azar (LCPK)

Normalmente esta patologia ocurre de 6 meses a 1 6 mas anos después de la
supuesta cura de una leishmaniosis visceral producida por Leishmania donovani,
aunque a veces puede ocurrir antes de este periodo o durante la leishmaniosis
visceral activa. Se caracteriza por presentar lesiones maculares hipopigmentadas o
eritematosas en cualquier parte de la piel con pocos parasitos, que después pueden
convertirse en papulares o nodulares, con infiltracién histiocitica, edema,
proliferacién de capilares, y numerosos parasitos, especialmente en la cara (Figura
15). También puede afectar a la mucosa bucal y genital, y a la conjuntiva (WHO,

2010).
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Las células inflamatorias presentes son principalmente CD3, con abundante IL-
10 en las lesiones que disminuye durante el tratamiento, y la IL-4 en cantidades
variables. Los pacientes con LCPK presentan niveles elevados de inmunoglobulinas
G3 y G1, y aumento de los niveles séricos de IL-10. Altas concentraciones de IL-10
durante la leishmaniosis visceral se correlacionan con el desarrollo posterior de LCPK,
al igual que pueden provocar este desarrollo secundario los tratamientos

antirretrovirales durante la coinfeccién con VIH (WHO, 2010).

Figura 16. Lesiones tipicas de LCPK (WHO).

Este tipo de leishmaniosis puede ocurrir en todas las dreas endémicas de L.
donovani, pero es mas comun en el subcontinente indio y en el este de Africa donde
se desarrolla esta enfermedad en el 50% y el 10% de los casos respectivamente. Las
lesiones producidas por esta patologia, pueden curar de forma espontanea en
algunos casos de la zona africana pero raramente en los casos de la India (WHO,

2010).

1.4.4. Leishmaniosis cutanea difusa

Este tipo de leishmaniosis la padecen hospedadores anérgicos con pobre
respuesta inmune celular, y se inicia con lesiones localizadas, de aspecto nodular o en
placa infiltrada, que poco a poco se diseminan por todo el cuerpo. Esta enfermedad
tiene un aspecto similar a la lepra lepromatosa debido a la presencia de nddulos

aislados o agrupados, maculas, papulas, placas infiltradas, y en ocasiones, lesiones
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verrucosas de limites imprecisos. El exdamen histiopatologico muestra frecuente
atrofia de la epidermis y granulomas bien constituidos con una intensa infiltracion
dérmica de macréfagos vacuolados cargados de parasitos, escasez de linfocitos y
ausencia de necrosis y ulceracion. Esta enfermedad también se caracteriza por
presentar en el lugar de la lesidon un elevado niumero de células plasmaticas, un titulo
alto de anticuerpos especificos de Leishmania y concentraciones altas de TNF-a en el
suero, asi como una produccidn baja o ausente de interferén-y por parte de las
células mononucleares de la sangre periférica (Salazar y Castro, 2001; Sanchez-

Saldafia et al., 2004; WHO, 2010).

Aunque los drganos internos no se ven afectados, las lesiones que se producen
no curan espontdneamente y tienden a la recaida después del tratamiento. Una vez
realizado el tratamiento las lesiones presentan inmunidad celular adquirida, con
infiltrados de linfocitos y granuloma difuso. El hecho de que se produzca esta clase de
leishmaniosis se atribuye a factores propios del hospedador, pero algunos estudios
han sugerido que los organismos infecciosos también influyen (Sanchez-Saldana et

al., 2004; WHO, 2010).

La leishmaniosis cutanea difusa se ha descrito asociada solamente con L.

mexicana y L. amazonensis en el Nuevo Mundo, aunque también puede ser causada
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por L. aethopica en el Viejo Mundo, o por otras especies de Leishmania en casos de
inmunosupresion como puede ser por coinfeccion VIH-Leishmania o transplantes. En
todos los casos, las formas de esta enfermedad descritas en el Nuevo Mundo y en el

Viejo Mundo son similares patoldgica y clinicamente (WHO, 2010).

1.4.5. Leishmaniosis cutanea diseminada

La leishmaniosis cutdnea diseminada es una forma poco frecuente de
leishmaniosis que empieza con una lesiéon primaria de tipo nddulo o placa con
descamacion epidérmica en el lugar de alimentacion del flebotomo. Tras la
diseminacion hematdgena de los pardsitos, semanas o meses después de la infeccidn,
se presenta como extensas y numerosas lesiones nodulares o ulceradas por todo el
cuerpo (desde mas de 20 hasta cientos de lesiones cutdneas), con o sin afecciéon de la

mucosa (las lesiones mucosas suelen ser frecuentes).

Figura 18. Lesiones tipicas de leishmaniosis cutanea diseminada. Imagenes obtenidas de Sousa et al. (2006)
(A yB), y Aghaei et al. (2004) (C).

En esta leishmaniosis se produce una respuesta mediada por células de
hipersensibilidad retardada a los antigenos de Leishmania, y una produccion de
anticuerpos especificos normal, aunque esta respuesta puede ser mas débil que en la
leishmaniosis cutanea localizada, motivo por el cual es capaz de extenderse. En las
biopsias de las lesiones se observan pocos parasitos, respondiendo parcialmente al

tratamiento con antimoniales y con miltefosina. Las especies asociadas a esta
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enfermedad son L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis y L. amazonensis

(Gonzdlez y Vélez, 2006; WHO, 2010).

Aunque algunos autores consideran esta forma clinica sinébnima de la
leishmaniosis cutanea difusa, otros autores las consideran distintas. Segun Gonzalez y
Vélez (2006) la leishmaniosis cutanea diseminada se diferencia de la difusa en que la
alteracion de la inmunidad celular es menor y las lesiones pueden presentar una
descamacion epidérmica, mientras que en la difusa las lesiones son nodulares y hay

una anergia celular especifica contra el parasito.

1.4.6. Leishmaniosis cutaneo-mucosa

Por norma general la leishmaniosis cutdneo-mucosa o “espundia” se presenta
varios meses o incluso mds de 20 afios después de haber cicatrizado la forma
cutanea, aunque ocasionalmente aparece cuando las manifestaciones cutdneas
todavia estdn presentes. En aproximadamente un tercio de los casos las
manifestaciones mucosas se consideran primarias debido a que no se ha tenido
constancia de haber presentado lesiones cutaneas, aunque también es posible que la
infeccién primaria haya sido inaparente o simplemente que se haya manifestado
como una lesion minima que ha pasado desapercibida. La malnutricidn, asi como
lesiones primarias multiples principalmente por encima de la cintura y el retraso en la
curacion de las lesiones primarias son algunos de los factores que aumentan el riesgo
de padecer este tipo de patologia (Salazar y Castro, 2001; Sanchez-Saldafia et al.,

2004; WHO, 2010).

Las lesiones mucosas se inician principalmente en el tabique nasal
cartilaginoso o en otras partes de las vias aéreas superiores, debido a una
diseminacion linfatica o hematdgena. Al inicio solo se aprecia una ligera secreciéon de
moco similar a una rinitis o un resfriado. Posteriormente se produce inflamacién en la

mucosa, que se vuelve eritematosa, edematosa y dolorosa, con una reaccion
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exudativa mediada por células no especificas, y afeccion del tabique nasal. Aqui
también se produce abundante seborrea debida a una hipertrofia de los orificios
pilosebaceos e hipertrofia vascular que produce necrosis coagulativa de los vasos
pequeios, y progresa a granuloma epitelioide organizado en tubérculos o vuelve a

una reaccion exudativa celular.

Cuando las lesiones estan avanzadas se presenta exudacion y ulceraciéon de la
mucosa, obturacién de las fosas nasales, perforacion del tabique nasal que al
destruirse total o parcialmente produce la caida de la punta de la nariz, y aumento
del volumen de la punta y de las alas de la nariz producidas por infiltracion, eritema y
edema. Esta perforacion del tabique nasal y el achatamiento de la punta de la nariz
son caracteristicos de este tipo de leishmaniosis. Los pacientes con afeccién nasal
presentan catarro nasal, ardor, prurito, respiracion forzada, mucosa nasal
congestionada, y costra hemorrdgica o Ulcera granulomatosa asociada a pequefias
reacciones necroticas e infiltrada de linfocitos, macréfagos y plasmocitos. Si la
enfermedad avanza la infeccidn se extiende al labio superior, paladar, encias, pilares
del velo del paladar, uvula, faringe, laringe y traquea. El labio superior y parte de la
nariz suelen ulcerarse y destruirse poco a poco al igual que la Uvula, mientras que las
lesiones del paladar suelen ser mas proliferativas que destructivas. Las lesiones en la
lengua son raras y las afecciones en la garganta producen ronquera vy dificultad para
respirar y deglutir los alimentos, empeorando el estado general del hospedador. Este
tipo de leishmaniosis casi nunca se cura de manera espontanea, y puede ser mortal si
el hospedador no recibe el tratamiento adecuado (Sdnchez-Saldafia et al., 2004;

WHO, 2010).

Esta patologia se caracteriza por una marcada hipersensibilidad cutdanea
retardada, linfoproliferacion exuberante y citoquinas mixtas Thl y Th2. También se
ha observado que los linfocitos T CD4 y CD8 producen abundante interferén-y en las
lesiones, y que hay una alta concentracién de TNF-o. en suero en respuesta a los

antigenos de Leishmania (WHO, 2010).
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Figura 19. Lesiones producidas por una leishmaniosis mucocutdnea. Imagenes obtenidas de Zea et al., 2009 (A)
y www.dermaamin.com (B).

La leishmaniosis cutdneo-mucosa se produce principalmente por las especies
L. braziliensis y L. panamensis, aunque también se ha observado una sintomatologia
similar con otras especies de Leishmania del Nuevo Mundo en pacientes
inmunosuprimidos. Por norma general, las lesiones mucosas son menos frecuentes
en el Viejo Mundo aunque algunas especies, como L. tropica, L. infantum y L. major,
la pueden causar en estados de inmunosupresion tanto en las vias aéreas superiores
como en mucosa genital (WHO, 2010). Se ha observado que L. donovani de manera
frecuente produce esta patologia en el este de Africa (Mahdi et al., 2005; Abbas et al.,
2009). También en Espaifia se han producido casos espontdneos de leishmaniosis
cutdneo-mucosa causados por L. infantum (Aliaga et al., 2003), al igual que en otros
paises del mediterraneo como Francia (Faucher et al., 2011) e Italia (Casolari et al.,

2005).

1.4.7. Coinfeccidon VIH-Leishmania

Los casos en los que se produce esta coinfeccidon, el virus de Ia
inmunodeficiencia Humana (VIH) y Leishmania se refuerzan mutuamente en su
accidon perjudicial en el hospedador. En este tipo de coinfeccion la produccion de
leishmaniosis visceral es mas frecuente debido a la inmunodepresién que produce

esta infeccion viral, y a su vez hace que la respuesta a los tratamientos
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antirretrovirales sea menos eficaz. Por norma general, los sintomas de leishmaniosis
visceral que sufren estos pacientes son los mismos que los mencionados
anteriormente en el apartado de la leishmaniosis visceral, aunque la esplenomegalia
aparece con menor frecuencia. En los pacientes que sufren una marcada
inmunosupresion, la infeccion por Leishmania se puede extender a sitios atipicos,
tales como tracto gastrointestinal, espacio peritoneal, pulmdn, cavidad pleural y piel.
Si la infeccidn se produce en el eséfago, se puede causar disfagia (deglucion dificil) y
odinofagia (deglucién dolorosa), lo que la diferencia de la infeccidon por candidiasis.
En el caso de leishmaniosis cutdnea en pacientes con SIDA, se presentan numerosas
lesiones, polimérficas y recurrentes. También es posible que se produzcan formas

cutaneas difusas y leishmaniosis cutdnea post Kala-azar asociadas a leishmaniosis

visceral (WHO, 2010).

Figura 20. Lesiones producidas por coinfeccién Leishmania-VIH: (A) lesiones cutaneo-mucosas (Balta-Cruz et al., 2009); (B)
lesiones en duodeno post kala-azar (Olmo Martinez et al., 2009); (C) lesiones cutaneas diseminadas (Schraner et al., 2005).

1.5. Diagnodstico de la leishmaniosis

El diagndstico definitivo de la leishmaniosis se basa en la demostracién directa
o indirecta de la presencia de Leishmania como causante de esta patologia. Para tal
fin se han de tener en cuenta los antecedentes epidemioldgicos, la sintomatologia
producida por la enfermedad, y el resultado de las distintas pruebas diagndsticas que
se realicen. Dependiendo de cudles sean los sintomas ocasionados y la presentacion

clinica de la enfermedad, va a variar la elecciéon del método diagndstico a realizar,
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pudiendo elegir entre los exdmenes de deteccidn directa, los inmunoldgicos y los de
biologia molecular para determinar la presencia de este parasito. Por lo tanto, los
principales métodos de diagndstico de laboratorio de la leishmaniosis son: métodos
parasitolégicos (demostracidon de la presencia del parasito en los tejidos de interés
mediante observacién al microscopio 6ptico, cultivo in vitro o inoculacién en
animales); métodos inmunoldgicos (inmunodiagndstico por deteccion de antigenos
del pardsito en muestras de tejido, sangre u orina; por deteccién de anticuerpos
frente a Leishmania; o mediante ensayos de inmunidad especifica de Leishmania
mediada por células); y métodos moleculares (detecciéon de ADN del parasito en
muestras de tejido, sangre u orina) (Sundar y Rai, 2002). Algunos de estos métodos
no pueden diferenciar si la infeccidon es antigua, reciente o actual; y por otro lado, el
avance de los métodos moleculares puede ayudar al desarrollo de mejoras en las

técnicas de diagndstico (Herwaldt, 1999).

Se han publicado diferentes estudios que han evaluado y comparado la
especificidad y sensibilidad de diferentes técnicas diagndsticas, comprobandose en
muchos casos que éstas pueden mostrar resultados contrarios, con aparicion de
falsos negativos y falsos positivos, y bajos valores de concordancia (Zerpa et al, 2002;

Morales-Yuste et al., 2012).

1.5.1. Diagnodstico mediante sintomatologia

El diagndstico de la leishmaniosis mediante su sintomatologia presenta la
dificultad de que estos signos y sintomas clinicos no son patognomonicos y pueden
ser confundidos con los de otras patologias (Maia y Campino, 2008). Este es el caso
de algunas enfermedades comunes como la malaria, el tifus o la tuberculosis, que
comparten sintomas clinicos con la leishmaniosis visceral y que pueden estar
presentes junto con esta leishmaniosis (Sundar y Rai, 2002). También hay una serie
de trastornos cuya sintomatologia pueden ser confundida con leishmaniosis cutanea,

tales como: picaduras de insectos sobreinfectadas, reacciones de cuerpos extrafios,
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miasis, infecciones por hongos o micobacterias, lesiones ulcerativas tropicales vy
traumaticas, sarcoidosis, y neoplasias (Herwaldt, 1999). Debido a la existencia de
estas semejanzas en los signos y sintomas ocasionados, en cualquier sospecha clinica
de leishmaniosis se ha de tener en cuenta las caracteristicas epidemioldgicas del
caso, y se ha de realizar la confirmaciéon mediante otros métodos de diagndstico
(Singh y Sivakumar, 2003; Srividya et al., 2012). Los sintomas clinicos caracteristicos
de cada una de las patologias producidas por las distintas especies de Leishmania ya
se han descrito en el apartado anterior. Aunque los sintomas descritos se han
detallado principalmente en humanos, el diagndstico de la leishmaniosis humana y

de otros hospedadores no presentan grandes diferencias (Alvar et al., 2004).

1.5.2. Diagndstico parasitolégico clasico

Los métodos parasitoldgicos clasicos se basan principalmente en la
demostracion de la presencia del paradsito en los tejidos del hospedador,
principalmente por la observacidon directa mediante microscopio 6ptico, por el
aislamiento mediante cultivo in vitro de estos parasitos, o por su inoculacién en

animales de experimentacidon o xenodiagnostico.

Observacion directa del pardsito: Para la leishmaniosis visceral, los tejidos mas

empleados para la observacion directa de parasitos han sido higado, bazo, médula
6sea y nodulos linfaticos, siendo el bazo el que proporciona una mayor sensibilidad.
En los casos de leishmaniosis visceral, donde los parasitos son abundantes, la
deteccion en estos tejidos es mas facil que en los casos de leishmaniosis
viscerotrdpica, cutdneo-mucosa o cutdnea cronica, en las que la presencia de
amastigotes es inferior (Herwaldt, 1999). El principal problema para la obtencion de
las muestras de tejido es el riesgo de hemorragias y posterior infeccion sobre todo
cuando se trata de drganos hematopoyéticos y de dificil acceso (Hernandez-
Rodriguez y Martinez-Moreno, 1992; Sundar y Rai, 2002). Otros tejidos empleados

para la observacion directa del pardsito y que comportan un menor riesgo son la
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sangre periférica (mediante leucoconcentrado) o muestras cutaneas en el caso de la
leishmaniosis cutdnea (Reale et al., 1999; Alvar et al., 2004; Manna et al., 2004). La
técnica mas comunmente usada para la deteccién del pardsito es la observacion al
microscopio optico de los amastigotes (forma tisular del parasito) en los tejidos
infectados tefiidos con Giemsa u otro colorante de similares caracteristicas. Mediante
la tincidn con Giemsa, los amastigotes aparecen tipicamente con el citoplasma de
color azul pdlido, y el nucleo y kinetoplasto de color rosdceo o azul violeta (Herwaldt,

1999).

Cultivo _in vitro del parasito: En el aislamiento mediante cultivo in vitro se

establecen una serie de limitaciones como son el riesgo de contaminacion de los
cultivos, asi como el tiempo necesario para que los cultivos de los parasitos crezcan lo
suficiente para su deteccidon e identificacion (1-6 semanas) o para proporcionar un
resultado negativo (3 meses). La parte mas dificil de llevar a cabo es el
establecimiento inicial del organismo en el cultivo, donde los amastigotes tienden a
transformarse en promastigotes que inician la multiplicaciéon. Sin embargo tiene la
ventaja de que una vez que se ha producido el crecimiento de los parasitos en el
cultivo, pueden ser utilizados para otros estudios y ser identificados especificamente
mediante técnicas de electroforesis de isoenzimas o PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) (Berman, 1997). La eleccidon del medio de cultivo a usar es especialmente
importante, aunque es dificil predecir en que medio va a crecer mas facilmente
Leishmania (Evans et al., 1989). Algunos de los medios utilizados son: NNN (Medio de
Nicolle, Novi y MacNeal); EMTM (Medio de Tobie Modificado por Evans); SDM
(Medio para Drosophila de Schneider); y RPMI (Rosewell Park Memorial Institute)
(Evans et al., 1989; Gupta et al., 2001). Normalmente se les adiciona suero bovino
fetal al 10-20%. Sin duda, NNN y EMTM son los mas usados para el establecimiento
inicial. Ademas de estos medios hay otros medios desarrollados por distintos autores
en sus propios estudios, como por ejemplo el M199, UM55, F29, JH30, RBML y GALF-

1 ente otros (Gupta et al., 2001; Tasew et al., 2009). Cabe destacar que el GALF-1 se
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ha postulado como un medio de bajo coste especialmente indicado para los paises
mas deprimidos, ya que reduce el coste del cultivo de Leishmania en
aproximadamente un 80-90% comparado con el RPMI y el LSSM (Medio Semi Solido
de Locke) (Tasew et al., 2009).

Xenodiagndstico mediante inoculacion en animales: Entre los animales de

experimentacion mas utilizados para la inoculaciéon de Leishmania se encuentran los
ratones Balb/c y los hamsteres dorados (Mesocricetus auratus). Las rutas de
inoculacion mds comunes son la intraperitoneal, intracardiaca, o a través de las
membranas mucosas (Sundar y Rai, 2002; Alvar et al., 2004). Al cabo de un periodo
de entre 1-3 meses se pueden observar los parasitos o pueden aislarse a partir de
higado, bazo, medula ésea o ganglios linfaticos (Herndndez-Rodriguez y Martinez-
Moreno, 1992). Cuando las cepas que se quieren cultivar presentan un dificil
crecimiento o cuando el riesgo de contaminacion es elevado, es recomendable el uso
de la inoculacién en animales de experimentacion, aunque en condiciones normales
no es un método de diagndstico habitual debido a que se requieren varios meses

para obtener un resultado positivo.

Xenodiagnodstico con el vector: Este método consiste en la deteccidon vy

aislamiento de Leishmania usando al flebotomo como su vector artropodo natural. A
pesar de que este método se ha usado para resolver importantes cuestiones relativas
al papel del estado clinico, y el tratamiento con farmacos en la transmision del
parasito, generalmente no se trata de un método de diagndstico de eleccién, ya que
se requieren laboratorios especializados en los que haya disponibles colonias estables

de flebotomos (Maia y Campino, 2008; Molina et al., 1994; Molina y Alvar, 1996).

1.5.3. Diagnoéstico inmunoldégico

Los métodos de diagndstico inmunoldgico se basan en la deteccién de una

respuesta inmune celular o humoral especifica frente a Leishmania (Singh y
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Sivakumar, 2003; Rodriguez-Cortés et al., 2007), o en la deteccién de antigenos
propios del parasito en algun drgano o tejido del hospedador. Estos métodos se
basan principalmente en: deteccion de anticuerpos, deteccion de antigenos y

deteccidon de inmunidad celular.

Deteccidon de anticuerpos: En términos generales los métodos basados en la

deteccién de anticuerpos informan de la exposicion al parasito (Baneth y Aroch,
2008; Quinnell y Courtenay, 2009), pero la utilizacién del titulo umbral nos permite
establecer un limite entre infeccidon activa o pasada. Otro problema a tener en cuenta
es la falta de uniformidad a la hora de establecer los umbrales de positividad, lo que
provoca diferencias en la seroprevalencia, asi como los porcentajes de hospedadores
con titulos dudosos (cercanos a la positividad) (Martin-Sanchez et al., 2001). Algunas
de las principales técnicas que se basan en este tipo de deteccion son:
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), Aglutinacién directa, ELISA (Inmunoensayo ligado

a enzimas), kits inmunocromatograficos y western blot (inmunotransferencia).

Segun la OMS, la inmunofluorescencia indirecta es la técnica de referencia
para el diagndstico seroldgico de la leishmaniosis, a pesar de los inconvenientes que
presenta su realizacion. Una de las principales limitaciones de esta técnica es la
necesidad de poseer un microscopio de fluorescencia que es un equipamiento
costoso. A pesar de este inconveniente se ha usado en multitud de estudios. Como
dato favorable esta el hecho de que en tres horas es capaz de obtener el resultado de

decenas de sueros.

La aglutinacion directa presenta una buena especificidad, sensibilidad y bajo
coste. Al no requerir un equipamiento especializado, se trata de una técnica
apropiada para desarrollar estudios de campo. También se han disefiado variantes de
esta técnica, como es el “Fast Agglutination Screening Test”, que permite obtener los
resultados a las 3 horas (reduciendo el tiempo de incubacion habitual de 18 horas), y

qgue emplea sangre sin diluir (Morales-Yuste, 2012). La aglutinacién directa mediante
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el uso de anticuerpos monoclonales especificos de especie, ha demostrado ser una
técnica muy sensible para identificar a las especies de Leishmania responsables de

una determinada patologia (Sundar y Rai, 2002).

La ELISA es un método util y sensible en el serodiagnéstico de la leishmaniosis,
aunque esta sensibilidad esta condicionada por la eleccién del antigeno. Su gran
versatilidad para adaptarse a diferentes antigenos ha permitido el ensayo con esta
técnica de varios polipéptidos recombinantes en los ultimos afios (Morales-Yuste,

2012).

Los kits inmunocromatograficos utilizan antigenos recombinantes fijados a
una tira de nitrocelulosa, que permiten capturar los anticuerpos del suero problema.
Este método es ideal para el diagnéstico de campo debido a su formato sencillo y la
rapidez a la hora de obtener resultados. Los principales problemas que presentan es
la necesidad de frio para su conservacion y el elevado coste de las tiras reactivas
(Morales-Yuste, 2012). Una de la proteinas recombinantes mas utilizadas es la rK39,
siendo consideradas las tiras reactivas con esta proteina una de las pruebas mas

precisas para el serodiagndstico de la leishmaniosis visceral (Maia et al., 2012).

El western blot esta restringido al uso en investigacion por la duracion del
proceso, su elevado coste y la necesidad de personal especializado para su
realizacion. La principal ventaja de este método es que permite documentar
simultaneamente la respuesta de anticuerpos expresados por el hospedador frente a

los distintos componentes antigénicos del parasito.

Deteccion de antigenos: Estas técnicas presentan una mayor especificidad que

las basadas en la deteccién de anticuerpos, siendo por lo tanto adecuadas en
pacientes con una baja respuesta humoral. Entre estas técnicas estd el test de
aglutinacion en particulas de latex (KATEX) para la deteccion de antigenos de
Leishmania en orina, que presenta una alta sensibilidad y especificidad en pacientes

con leishmaniosis visceral. Igualmente presenta una alta utilidad para el diagndstico y
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monitorizacion de pacientes sometidos a tratamiento contra Leishmania, y en
infecciones subclinicas de pacientes con coinfeccién VIH-Leishmania. (Attar et al.,

2001; Sundar y Rai, 2002; Riera et al., 2004).

Deteccion de la inmunidad celular: Los métodos de diagndstico basados en la

deteccion de la inmunidad celular son principalmente la reaccion de Montenegro y la

estimulacion linfocitaria.

La reaccion de Montenegro se trata de un método simple y barato que
muestra la respuesta de hipersensibilidad retardada del hospedador frente a la
leishmanina (suspensiéon estéril de promastigotes de Leishmania completos y
muertos o lisados) inoculada via intradérmica. Este método es util en la deteccién de
la respuesta inmune celular frente a Leishmania en hospedadores resistentes a la
enfermedad, en casos de leishmaniosis cutdnea, y en casos de leishmaniosis visceral
tras un tratamiento eficaz, aunque no es vdlido en las fases iniciales y activas de
leishmaniosis visceral. El principal problema de este método es que son necesarias 48
horas para la obtencidon de resultados y que los individuos sometidos a esta prueba
pueden quedar sensibilizados y dar falsos positivos en pruebas posteriores (Morales-
Yuste, 2012). Su uso queda restringido a estudios epidemioldgicos a fin de determinar
el grado de contacto entre el parasito y el ser humano (Acedo-Sanchez et al., 1996;

Morillas-Marquez et al., 1996).

La estimulacidn linfocitaria mide la proliferacion de los linfocitos cuando son
estimulados con antigenos solubles de Leishmania y mitégenos, mediante el indice de
estimulacion (células estimuladas/células no estimuladas). Al igual que en el caso
anterior, este método es valido en hospedadores resistentes a la enfermedad, en
hospedadores asintomaticos y en hospedadores que responden bien al tratamiento
anti-Leishmania, aunque presenta la limitacion de una falta de consenso a la hora de
establecer los umbrales de positividad y la posibilidad de que los resultados se vean

alterados por las caracteristicas inmunoldgicas y genéticas propias del hospedador.
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1.5.4. Diagndstico molecular

La incorporaciéon de los métodos moleculares para la deteccién genérica o
especifica de ADN de Leishmania, aplicada al diagndstico de la leishmaniosis, se ha
traducido en un incremento de los valores de prevalencia respecto a los obtenidos
con las técnicas cldsicas (Martin-Sanchez et al., 2001; Solano-Gallego et al., 2001,
Martin-Sanchez et al., 2002; Ferndndez-Belldn et al., 2008; Chitimia et al., 2011). Este
incremento se ha visto favorecido por su capacidad para revelar formas
asintomaticas de la leishmaniosis, no detectables por la mayoria de los métodos
seroldgicos clasicos (Iniesta et al., 2002). Desde la década de los 80 en la que se
introdujera el uso de las técnicas basadas en la deteccion de ADN mediante
hibridacidon y posteriormente la PCR, se ha avanzado mucho en la aplicaciéon del
diagndstico molecular en el area de la parasitologia. Aunque los métodos de
hibridacion presentan una compleja realizacidon que impide su uso habitual en rutinas
de diagndstico, tienen una considerable sensibilidad (Sundar y Rai 2002). Entre los
métodos moleculares mas usados en la actualidad estan la PCR, introducida en 1985,

y la mas reciente PCR a tiempo real.

La aplicacién de la PCR para el diagnodstico de la leishmaniosis, ha aportado un
aumento de la sensibilidad de estos métodos moleculares (Solano-Gallego y Baneth,
2008), principalmente mediante la seleccién de cebadores que amplifican dianas
moleculares muy repetidas en el genoma del parasito. Un ejemplo de estas dianas
serian las secuencias conservadas situadas en los minicirculos del ADN del
kinetoplasto (ADNk), ya que estos minicirculos presentan miles de copias (Sundar vy
Rai 2002). Esta mayor cantidad de copias otorgan una mayor sensibilidad a la
deteccién de secuencias de ADNk que las basadas en ADN ribosémico (ADNr)
(Lachaud et al., 2002; Miré et al., 2008). Una de las grandes ventajas de esta técnica
es la posibilidad de analizar un amplio abanico de muestras distintas (aspirados de
nddulos linfaticos, aspirados de médula dsea, sangre completa, leucoconcentrado,

muestras cutdneas, biopsias o aspirados de higado o bazo, piel, orina o incluso frotis
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o improntas), pudiendo variar la sensibilidad segun el tejido que utilicemos (Manna et
al., 2004; Strauss-Ayali et al., 2004; Solano-Gallego y Baneth, 2008). Por lo tanto, la
eficacia de la PCR va a depender de los cebadores seleccionados, nimero de copias
de la secuencia diana, método de extraccion de ADN, tipo de tejido seleccionado vy

protocolo de PCR empleado (Maia y Campino, 2008).

Una de las modificaciones descritas de la PCR, es la “PCR-ELISA”, que supone
concatenar tres técnicas seguidas: una PCR, una hibridacion con sonda
oligonucleétida, y una ELISA. Se ha descrito una PCR-ELISA especifica de Leishmania
infantum que ha mostrado tener una sensibilidad mayor que IFl, cultivo u
observacién microscépica, siendo capaz de detectar un minimo de 0,1 promastigotes

6 1 fg de material gendmico (Martin-Sdnchez et al., 2001; Sundar y Rai, 2002).

Una de las principales restricciones que presenta la PCR, es la aparicién de
falsos positivos por la contaminacién con ADN externo a la muestra de partida, en
muchos casos debido a la excesiva manipulacion de las muestras analizadas. Para
reducir las manipulaciones y los tiempos de procesado, se ha disefado la “PCR en

|II

tiempo real” que se basa en el empleo de reactivos fluorescentes que permiten la
deteccion en tiempo real de los productos de amplificacion. Esta técnica ofrece la
posibilidad de cuantificar la carga parasitaria de la muestra original mediante la
construccion de una curva de estandares, posibilitando el seguimiento y
monitorizacién de pacientes sometidos a tratamiento frente a Leishmania (Bell y
Ranford-Cartwright, 2002; Monis et al., 2005; Gomes et al., 2008; Morales-Yuste,

2012). El principal problema que presenta esta técnica es el elevado coste tanto de

los reactivos como del equipamiento necesario (Srividya et al., 2012).

1.6. Tratamiento de la leishmaniosis

Las leishmaniosis representan en su conjunto un importante reto terapéutico,

aunqgue las formas cutdneas mas habituales raramente presentan complicaciones de
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tratamiento. Desde la cauterizacién de las leishmaniosis cutdneas por los herreros
con un hierro candente hasta la actualidad, pasando por el uso de distintos farmacos,
las modalidades terapéuticas han seguido evolucionando. Hoy en dia muchos de
estos métodos, como son la radioterapia, la radiacion UV o la helioterapia, ya sélo
pertenecen al pasado (Garcia Almagro, 2004). A continuacidn vamos a repasar cuales
son los principales tratamientos farmacoldgicos y algunos tratamientos fisicos que se

realizan o se han realizado contra la leishmaniosis.

1.6.1. Tratamiento farmacolégico

El tratamiento farmacolégico contra la leishmaniosis es un tema
desconcertante debido a la complejidad de la enfermedad vy la insuficiencia en la
informacién publicada. Muchas publicaciones realizadas al respecto dan la errénea
informacién de que existen muchas buenas opciones de tratamiento aunque la
realidad es distinta, siendo pocos los agentes terapéuticos que han sido evaluados
adecuadamente en los ensayos clinicos. En la mayoria de los casos los principios
activos mas eficaces generalmente son también los mas toéxicos y dificiles de
administrar, y los estudios realizados sobre ellos muchas veces se han hecho sdélo en
algunas de las muchas combinaciones de los sindromes de la enfermedad, especies y

regiones geograficas (Herwaldt, 1999).

Desde que en 1913 se utilizaran los compuestos antimoniales por primera vez
en el tratamiento de la leishmaniosis y en 1922 se utilizara el primer antimonial
pentavalente, se han utilizado varios farmacos. A continuacién vamos a describir

brevemente algunos de los mas importantes:

Antimoniales pentavalentes: Estos farmacos son derivados del Aacido

estibonico en el cual el antimonio esta unido a una molécula de glucosa. Los mas
conocidos son el Glucantime (o Antimoniato de Metilglucamina) y el Pentostam (o

Estibogluconato Sdédico). Estos antimoniales pentavalentes son eficaces in vitro frente
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a multitud de especies de Leishmania, aunque su mecanismo de accion todavia esta
bajo estudio. Se consideran dos alternativas: que se trata de una prodroga que se
convierte en antimonial trivalente en el interior del pardsito y en los compartimentos
acidicos de las células de mamiferos, o que actua directamente como antimonial
pentavalente. Los mecanismos antileishmania de los antimoniales trivalentes estan
probablemente relacionados con su interaccion con biomoléculas que contienen
sulfhidrilos (incluyendo tioles, péptidos proteinas y enzimas), mientras que en el caso
de los antimoniales pentavalentes se considera que estd relacionada con su
interaccion con ribonucledsidos. Su aplicacion es mediante via intravenosa o
intramuscular, aunque en perros también de forma subcutdnea (Davidson, 1998;
Frézard et al., 2009). Los antimoniales pentavalentes son el primer farmaco de

eleccion en el tratamiento de la leishmaniosis canina en Espafia.

Anfotericina_B: La Anfotericina B liposomal es un potente agente anti-

Leishmania, y un farmaco alternativo de primera linea frente a las resistencias a los
antimoniales. Su eficacia y su menor toxicidad han hecho que sea el primer fadrmaco
de eleccion para el tratamiento de la leishmaniosis visceral en Espaiia.
Originariamente se trata de un antibidtico y antifungico extraido de la bacteria
Streptomyces nodosus. Su mecanismo de accidn es la union a los ergosteroles de la
membrana del parasito alterando con ello su permeabilidad. Se comenzd a usar como
droga de eleccidon en la leishmaniosis cutdaneo-mucosa avanzada, para imponerse su
uso frente a practicamente todos los tipos de leishmaniosis. Su via de administracion
es intravenosa. Al conjugarse con liposomas mejora de forma clara su indice
terapéutico, y ademas disminuye su toxicidad en humanos (Ramos et al., 1994;

Balafa-Fouce et al 1998; Davidson, 1998; Shakya et al., 2011).

Paramomicina: Es una aminoglucdsido obtenido de Straptomyces rimosus, y

actua sinérgicamente con los antimoniales, aunque también es eficaz sola. Su
mecanismo de accion esta relacionado con la inhibicidon del metabolismo del parasito

y la respiracion mitocondrial. Se usd en los afos 80 contra la leishmaniosis cutanea
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por L. major en Israel, y recientemente se ha postulado como tratamiento alternativo
de la leishmaniosis visceral en la India. No ha sido estudiada en leishmaniosis

cutaneo-mucosa, ni cutdnea post kala-azar. (Davidson, 1998; Shakya et al., 2011).

Pentamidina: Es una diamida aromatica usada hasta hace poco como farmaco
de 22 linea frente a la leishmaniosis visceral, o en los casos en los que hay resistencia
a los antimoniales pentavalentes. Su mecanismo de accidon esta relacionado con la
inhibicidn de la sintesis de proteinas y fosfolipidos. Sus efectos téxicos son superiores
a los de los antimoniales. Su via de administracién es intravenosa, aunque

recientemente se ha aplicado por via inhalatoria (Singh et al., 2012).

Miltefosina: Es una alquil-fosfocolina que originariamente se desarroll6 como
anticancerigeno. Se trata del primer farmaco oral utilizado en el tratamiento de la
leishmaniosis visceral y estad considerado como el mayor progreso en quimioterapia
anti-Leishmania en los ultimos afios. La actividad de la miltefosina es debida a su
acumulacién intracelular, y aunque se desconoce su mecanismo de accidn exacto, se
sabe que provoca la apoptosis en amastigotes y reduccién del contenido lipidico de

las membranas de los promastigotes (Singh et al., 2012).

Sitamaquina: Se trata de una aminoquinolina, y es un farmaco desarrollado
para el tratamiento de la leishmaniosis visceral. En grandes concentraciones afecta a
la movilidad, morfologia y crecimiento de los parasitos. Actualmente esta en fase lll,
cuyos resultados preliminares sugieren una actividad eficaz aunque no se descarta la
nefrotoxicidad (Singh et al.,, 2012; WHO), y ha sido retirado por sus efectos

secundarios.

Domperidona: Recientemente los laboratorios Esteve han comercializado un

jarabe cuyo principio activo es la domperidona (Leishguard), un derivado
bencimidazélico antagonista de la dopamina que bloquea especificamente los
receptores dopaminérgicos D2 a nivel periférico con actividad antiemética y

procinética, sin efectos extrapiramidales y con un alto perfil de seguridad. Se trata de
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un farmaco de uso veterinario, que impediria que los perros sanos desarrollen la
leishmaniosis, mientras que disminuiria la gravedad de la infeccién en animales que
ya han sido infectados por Leishmania y estan en su etapa inicial, pudiendo llegar
incluso a revertir la enfermedad seguin se ha sugerido (Gédmez-Ochoa et al., 2009;
Laboratorios Esteve). En el actual arsenal farmacéutico espaiiol, tambien se
encuentra comercializado el medicamento “Domperidona Gamir”, cuyo principio

Ill

activo es la domperidona, y que se indica como farmaco para el “alivio de ciertos
sintomas gastrointestinales como nauseas, vomitos, pesadez de estdémago...”, sin

mencionarse nada relacionado con la leishmaniosis.

Alopurinol: Es un isémero de la hipoxantina y un inhibidor enzimatico de la
xantina oxidasa. Se comercializa bajo el nombre de Zyloric® y se suele utilizar para
contrarrestar el exceso de acido Urico en el plasma sanguineo de humanos. Se ha
probado su eficacia frente a leishmania en varios estudios con diferentes resultados
(Balafia-Fource et al., 1998). Se esta utilizando en la leishmaniosis canina como

preventivo, o como terapia de mantenimiento tras el tratamiento con Glucantime.

1.6.2. Tratamiento fisico

Ademas de los tratamientos farmacoldgicos también se realizan o se han
realizado tratamientos fisicos frente a la leishmaniosis cutdanea. Segun Garcia

Almagro (2004) algunas de las principales terapias fisicas son:

Crioterapia: Este tratamiento se puede realizar con nieve carbdnica, 6xido
nitroso o nitrégeno liquido, obteniendo buenos resultados en algunos estudios no
controlados. Esta terapia produce de manera frecuente hipopigmentacion
persistente de la piel. Se ha utilizado con éxito en Grecia (Panagiotopoulos et al.,
2005) y Yemen (Al-Qubaty et al., 2012). La nieve carbdnica se usa en el Hospital
Clinico San Cecilio de Granada desde hace mas de 30 afios, con muy buenos

resultados (Alcalde-Alonso, 1988).
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Termoterapia: Se produce una hipertermia de la zona afectada mediante agua

caliente, radiacidén infrarroja o ultrasonidos. Aunque no se tienen datos de estudios
controlados ni de evolucién a largo plazo, se ha obtenido buenos resultados con este
tipo de tratamiento en Afganistan (Reithinger et al., 2005), en soldados de EEUU
infectados en Irak o Kuwait (Aronson et al., 2010) y en Colombia (Lépez et al., 2012),

entre otros pal'ses.

Electroterapia: Se realiza mediante la electro-estimulacion directa de las
lesiones, en sesiones de 10 minutos de duracién e intensidad de 5-15 miliamperios,

obteniendo buenos resultados (Sharquie et al., 1998).

Terapia fotodindmica y ldser: Se ha utilizado con aparentes buenos resultados

y puede ser una nueva alternativa terapéutica, aunque se trata de una terapia cara
por lo que es mas adecuado el uso de otras alternativas mas seguras, econémicas y
eficaces. El laser de CO, se ha usado en diferentes estudios mostrando que es un

tratamiento eficaz y con secuelas infrecuentes (Alavi-Naini et al., 2012).

Cirugia: Este procedimiento sélo se realiza en las biopsias o en las
extirpaciones de pequeias lesiones cutaneas que no hayan podido diagnosticarse por
frotis, aunque ha de ser acompaiado por otras terapias, ya que la eliminacion del

tejido por si sola no es curativa.

1.7. Vectores

Como ya se ha comentado anteriormente, las especies del género Leishmania
presentan un ciclo heteroxeno, lo que implica que parte del mismo se ha de realizar
en un hospedador invertebrado que actia como vector del parasito. Estos
hospedadores invertebrados son los flebotomos, insectos dipteros pertenecientes a
la familia Psychodidae (o Phlebotomidae segun algunos autores), cuyas principales
especies vectoras pertenecen al género Phlebotomus en el nuevo mundo y al género

Lutzomyia en el Nuevo Mundo. La distribucion de los flebotomos se extiende hacia el
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norte hasta casi 50 grados de latitud (492 43" 15”N), y hacia el sur hasta
aproximadamente 40 grados (40° S), aunque se suelen localizar principalmente en las
partes calidas del mundo, incluidos el sur de Europa, Asia, Africa, Australia, América
central y Sudamérica (Killick-Kendrick, 1999; Morillas-Marquez et al., 2010; Depaquit
et al., 2005). Su distribucién altitudinal estd comprendida entre valores por debajo
del nivel del mar (por la zona del Mar muerto), hasta altitudes de 3300 metros en

Afganistan (Phlebotomus rupester) (Killick-Kendrick, 1999).

A pesar de que la principal transmisidon de esta enfermedad se realiza a través
de la picadura de sus flebotomos vectores, se ha comprobado que se puede producir
la infeccidn accidental por otras vias tales como transmision mecdnica realizada por
la alimentacién en heridas infectadas y posterior posado en heridas sanas de la
mosca Stomoxys calcitrans (Berberian, 1938), transfusion de sangre (Mestra et al.,
2011) y transmisién congénita (Meinecke et al., 1999; Osorio et al., 2012). La
transmisidn a partir de agujas infectadas con Leishmania en drogadictos se ha
considerado como un nuevo ciclo antroponético artificial, siendo de gran
transcendencia en la coinfeccién VIH-Leishmania (Alvar et al., 1997). Tambien se ha
mencionado la presencia de Leishmania en garrapatas y pulgas, asi como su posible
implicacion en la transmision de este pardsito (Otranto y Dantas Torres, 2010;
Colombo et al., 2011; Solano-Gallego et al., 2012). Segun la WHO (2010), los criterios

generalmente aceptados para incriminar vectores de Leishmania son:

- El vector ha de ser antropofilico. Este aspecto se determina mediante la
captura por la noche cuando van a picar a humanos o por el analisis de la
sangre ingerida por las hembras que se han capturado en casas.

- El vector debe picar al reservorio. La mayoria de las leishmaniosis son
zoonosis por lo que el hecho de que un supuesto vector se alimente del
reservorio evidencia su posible papel vectorial. Para determinar las
preferencias de alimentacidon se utiliza la comparacién de las capturas en

trampas cebadas con diferentes animales. Mediante el analisis de la sangre
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ingerida por las hembras, se pueden determinar los animales de los que se
alimenta el vector, pero no la preferencia de alimentacion.

- El vector se debe infectar en la naturaleza por la misma Leishmania que
afecta a los humanos. Las técnicas que se suelen usar para determinar la
especie son las isoenzimdticas o analisis de ADN. Los resultados mas
significativos se obtienen de hembras sin sangre, o con ésta digerida, ya que
los pardsitos podrian detectarse en la sangre fresca ingerida por flebotomos
no vectores, a pesar de que en éstos no puedan completar su ciclo.

- El vector debe ser compatible con el crecimiento del parasito que transmite.
Cuando los flebotomos vectores estan infectados por Leishmania transmitida
en la naturaleza, el pardsito persiste después de que la sangre haya sido
digerida. Estos estudios se pueden complementar con infecciones
experimentales.

- El vector ha de ser capaz de transmitir al pardsito mediante picadura.
Verificar este aspecto actualmente es dificil para determinadas especies de
vector, por su dificultad de cultivo y por la dificultad de persuadir a las

hembras para que piquen mas veces logrando asi la transmision.

Hasta la fecha, ningun estudio ha demostrado fehacientemente que haya otro

vector de Leishmania distinto a los flebotomos.

1.7.1. Taxonomia de los flebotomos

Los flebotomos son pequeios insectos hematéfagos pertenecientes al orden
Diptera, familia Psychodidae y subfamilia Phlebotominae, aunque algunos autores
prefieren darle categoria de familia al grupo Phlebotomidae. La subfamilia
Phlebotominae o familia Phlebotomidae se caracteriza por la presencia de piezas
bucales largas, mandibulas bien desarrolladas, palpos divididos en 5 segmentos,
antenas cilindricas, y venas radiales de las alas distribuidas en 5 ramas (Contreras,

2009). Segun la clasificacién de Lewis (1982) revisada por Young y Duncan (1994),
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esta subfamilia estd compuesta por 6 géneros, 3 en el Viejo Mundo (Sergentomyia,
Phlebotomus y Chinius) y 3 en el Nuevo Mundo (Lutzomyia, Brumptomyia y Warileya)
(Figura 20). Del total de especies de flebotomos (800 aproximadamente), tan solo

unas 93 son comprobados o probables vectores de Leishmania (WHO, 2010).

Para los flebotomos del Nuevo Mundo, la clasificacion mds aceptada es la
mencionada anteriormente de Lewis (1982) y revisada por Young y Duncan (1994), en
la que se establecen 3 géneros y 15 subgéneros. Debido a que esta clasificacidon
presenta el problema de no revelar las relaciones evolutivas entre especies, se han
realizado varias revisiones, que no han sido aceptadas universalmente. Las dos mas
recientes y comprensivas han sido realizadas por Galati, que en su segunda revisidon
engloba las 464 especies del Nuevo Mundo en 22 géneros y 20 subgéneros (WHO,
2010). Segun la clasificacién de Young y Duncan (1994), los flebotomos del Viejo
Mundo se dividen en 3 géneros: Phlebotomus (12 subgéneros), Sergentomyia (8
subgéneros) y Chinius. Algunos autores han propuesto la elevacién de algunos
subgéneros a la categoria de género basandose en analisis fenéticos y cladisticos,
como por ejemplo Rispail y Leger (1998) que propusieron la existencia de 7 géneros
en el Viejo Mundo: Phlebotomus, Australophlebotomus, Idiophlebotomus,

Sergentomyia, Spelaeophlebotomus, Spelaeomyia y Chinius.

Reino [ Animal |
L2
Phylum [ Artrépoda |
LV
Clase [ Insecta |
L 2
Orden | Diptera |
L2
Suborden [ Nematocera |
192
Familia ( Psychodidae |
L2
Subfamilia | _ Phlebotominge |
N2
¥ B! L2 L2 212
Género l Sergentomyia ” Phlebotomus II Chinius || Brumptomyia " Lutzomyia " Warileya I
Especies vectoras de Especies vectoras de
leishmaniosis humana leishmaniosis humana
T . T
Viejo Mundo Nuevo Mundo

Figura 21. Encuadre taxondmico de las especies vectoras de las leishmaniosis humanas en el Viejo y en el Nuevo
Mundo, segun la clasificacion de Lewis (1982), y actualizada en 1994 por Young y Duncan.
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Aunque recientemente se ha sugerido la posible implicacion de género
Sergentomyia en la transmisién de L. infantum y L. major en Senegal y Mali
respectivamente (Senghor et al 2011; Berdjane-Brouk et al 2012), los individuos de
este género se consideran vectores de Sauroleishmania, grupo de Leishmania que
solamente afecta a los lacértidos, por lo que en principio careceria de importancia en
humanos (Lewis, 1982; Davidson 1990). El género Chinius esta restringido a
determinadas zonas de China y se piensa que se alimenta de anfibios y reptiles
debido a que posee el labrum mds corto dentro de los flebotomos (Leng, 1987). El
género Brumptomyia se distribuye entre el sur de Méjico y el norte de Argentina y se
asocia normalmente con los armadillos, no habiéndose encontrado ninguna especie
antropofilica, por lo que no presentan importancia médica (Young y Duncan, 1994). El
género Warileya, aunque presenta un comportamiento zoofilico y antropofilico, no se
ha encontrado relacionado con la transmision de patdégenos al hombre (Young y
Duncan, 1994). Por esta razén se considera que los flebotomos vectores de la
leishmaniosis humana, estan englobados principalmente dentro de los géneros

Phlebotomus y Lutzomyia (WHO, 2010).

1.7.2. Morfologia general

Los flebotomos se caracterizan por presentar tanto el cuerpo como las alas
densamente peludos. El cuerpo tiene aspecto giboso de entre 1'5-3'5 mm de
longitud, con un color que va desde amarillento a casi negro, y con dos alas con
multiples nerviaciones y que en posicidon de reposo se disponen en un angulo de 45
grados entre si. El cuerpo se divide en cabeza, térax y abdomen. En la cabeza
presenta un par de ojos compuestos y un aparato bucal picador-chupador
(probdscide), y en el térax presenta insertadas tres pares de patas largas y finas, al
igual que las alas y los balancines o halterios (Gallego-Berenguer, 2006).

A continuacion vamos a detallar cada una de las partes que constituyen su

estructura general, basandonos principalmente en los estudios desarrollados por:
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Perfiliev (1968), Abonnenc (1972), Morillas Marquez (1981), Léger y Depaquit
(1999).

Figura 22. Hembra de flebotomo alimentandose. Imagen
obtenida de www.elbercial.com.

1.7.2.1. Cabeza

La cabeza se encuentra constituida en su mayor parte por el epicraneo,
estructura quitinosa capsular que se halla dividido en tres partes: occipucio, vértice y
frente. La frente se extiende hasta el clipeo, donde se inserta la probdscide (aparato

picador-chupador).

En ambos lados de la cabeza se situan dos grandes ojos compuestos, entre los
que se localiza la sutura interocular y las primeras piezas de las antenas o escapes.
Las antenas estan formadas por la unién de un total de 16 segmentos (escape,
pedicelo o torus, y 14 artejos que forman el flagellum; el primero de los artejos es el
mas largo). El escape presenta una forma mas irregular mientras que el pedicelo (6
torus) tiene una forma normalmente ovoide. En el flagellum se pueden observar
tanto sedas finas como ascoides (6 espinas geniculadas): elementos mas gruesos,
refringentes y acodados en su base, con funcidon sensorial, y que pueden ser
empleados con finalidad taxondmica. En los segmentos del flagellum de las antenas
también se localizan unos drganos sensoriales particulares llamados papilas

sensoriales.
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Aparte de las estructuras mencionadas, en la cabeza también podemos
localizar los palpos maxilares, que nacen en la base de las maxilas y estan formados
por 5 segmentos mas o menos largos que suelen estar equipados con sedas cortas.
Los dos primeros segmentos estan soldados y en el tercer segmento (a veces también
el segundo) se suele presentar una zona con pequefias setas espatuladas refringentes

e inclinadas en su base llamadas “espinas modificadas de Newstead”.

Sutura interocular

Epicraneo
——OCCipucio —
S WETEICE
e FFEEE

- Djocompuesto -

Antena
Escape — "
Pedicelo —#

.. Flagellum .~

200

Figura 23. Cabeza de flebotomo: (A) Esquema de la cabeza tomada de Léger y Depaquit (1999); (B) Imagen a microscopia
electrénica tomada de Krenn y Aspock (2012). Modificadas por el autor.

La probdscide esta constituida por 6 piezas bucales o estiletes, cuyo conjunto
se denomina fasciculo, que se hayan envueltas por el labium, que forma una vaina a
su alrededor y es la estructura mas voluminosa de la probdscide. La parte basal esta
constituida por una placa aproximadamente triangular llamada mentum. En el
extremo del labium estdn las labelas (apéndices moéviles formados por dos
segmentos, cada uno con una placa quitinosa ventral sobre la que se insertan sedas, y
cuyos bordes laterales se extienden sobre la superficie dorsal, donde se encuentran
separados por una fisura interna membranosa). El segmento apical de las labelas esta

formado por una estructura globular mas o menos libre. Las 6 piezas o estiletes que
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forman parte de la probdscide son: labro-epifaringe, hipofaringe, 2 mandibulas y 2

maxilas.

Figura 24. Detalle de la probdscide. En las distintas imagenes se muestra: (a) Labium, (b) Labro-epifaringe, (c) Hipofaringe,
(d) Mandibula, (e) Maxila, (f) Labela, y (g) Mentum. (A) imagen de la probdscide a microscopia electrénica, (B) Detalle del
extremo apical de la probdscide a microscopia electrénica, (C) Esquema de la vista dorsal de la probdscide, (D) Esquema de
la vista ventral de la probdscide, (E) Esquema del corte transversal de la probdscide, y (F) Corte transversal de la probdscide
a microscopia electronica. Imagenes obtenidas de Abonnenc (1972), Léger y Depaquit (1999), Krenn y Aspock (2012).
Modificadas por el autor.

- Labro-epifaringe: Estd formada por el labro y la epifaringe (de ahi su nombre). El
labro es una estructura muy quitinizada, alargada y relativamente ancha,
formada por 3 placas (una media y dos laterales). La placa media es concava y
constituye la mayor parte de la regidon dorsal del labro-epifaringe. Las partes
laterales de la placa media se tornan en membranosas y la conectan con las
placas laterales que son mas estrechas y a veces forman varillas. La epifaringe

forma un engrosamiento longitudinal al unirse con estas placas ventralmente,

mediante membranas a las placas laterales y mediante fibras musculares a la
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placa media. A lo largo de la epifaringe hay a intervalos, en cada uno de sus
lados, pequeias fosas sensoriales. Ventralmente el labro-epifaringe forma una
cavidad longitudinal suficientemente profunda que termina dentro de la
cavidad bucal. El labro-epifaringe de los machos estd menos esclerotizada, las
placas media y laterales forman una superficie mas lisa, y las estructuras
terminales de este labro-epifaringe son mas pequenas y suaves que en la
hembra. La armadura de las partes inferiores estdn también menos

desarrolladas en los machos.

- Hipofaringe: La hipofaringe es un tipo de lamina similar en longitud y anchura
a la epifaringe que sigue a partir del suelo de la cavidad bucal. Su extremo
terminal presenta en sus bordes dientes delgados y flexibles (razén por la cual
se considera que no tiene funcién de perforacién), y presenta en su zona media
el canal salival que es netamente mas delgado que el del Labro-epifaringe. En su
porcion anterior, a la altura del clipeo, se une al labro-epifaringe por su parte
ventral, y en su extremo apical dentado estd en contacto directo con las espinas
apicales del labro, formando una especie de filtro. La hipofaringe de los machos
es similar a la de las hembras, pero el margen apical presenta pelos gruesos en

lugar de espinas o dientes.

- Mandibulas: Cada mandibula esta formada por una lama larga y puntiaguda, y
se disponen una sobre la otra. El extremo terminal presenta pequenas
denticulaciones en el borde interno, mientras que hacia la base de la mandibula
ésta se estrecha en un cuello bastante largo que termina en tuberosidades. Se
distingue una protuberancia interna que se articula con el lateral de la cavidad
bucal y donde se inserta el musculo aductor, una externa donde se inserta el
abductor, y una media que actia como superficie articular con el céndilo
mandibular. Los machos no tienen mandibulas.

- Maxilas: De cada lado de la base del mentdn, en el extremo anterior de la

mejilla membranosa y continuando la linea de quitinizacién maxilar, se
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encuentra la lamina maxilar o galea. Las maxilas son mas gruesas y estrechas
que las mandibulas, y se disponen a ambos lados del canal labial. Al contrario
que ocurria con las mandibulas presentan denticulaciones en los dos bordes del
extremo terminal; sin embargo la denticulacién del borde interno estd mas
marcada y no llega hasta el final de la estructura. De la base de las maxilas
parten los palpos maxilares. Las maxilas de los machos son mds cortas que en

las hembras, y no estdn serradas.

1]
a
1
3
1

+
1

[m——————
R —

C F H

Figura 25. Estructuras del aparato bucal del flebotomo. (A) Labro-epifaringe, (B) Hipofaringe, (C) Detalle del
extremo anterior de la Labro-epifaringe, (D) Detalle del extremo anterior de la unién Labro-epifaringe e
Hipofaringe, (E) Maxila, (F) Detalle del extremo terminal de la maxila, (G) Mandibula, (H) Detalle del extremo
terminal de la mandibula, (1) Union de Cibarium y Faringe. Estructuras: (a) Cibarium, (b) Mancha cibarial, (c)
Armadura cibarial, (d) Bomba salival, (e) Canal salival, (f) Faringe, (g) Armadura faringea, y (h) Papila
sensorial. Esquemas obtenidos de Abonnenc (1972), Léger y Depaquit (1999). Modificadas por el autor.

El cibarium es una estructura con gran capacidad succionadora situada dentro

de la cabeza. A veces, en él aparece un engrosamiento en posicidon posterior conocido
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como mancha pigmentaria, donde se pueden observar unos dientes mas o menos
desarrollados denominados dientes cibariales, de gran importancia taxonédmica. A
continuacion se dispone la faringe, que esta constituida por la unién de tres placas
soldadas, dando lugar a una conformacién parecida a una botella de seccion
triangular. En el extremo posterior de la faringe se ubica una estructura reticulada,
llamada armadura faringea. Tanto el cibarium como la faringe y su armadura faringea
son elementos que, dada su variabilidad morfoldgica, ostentan gran utilidad en

taxonomia.

1.7.2.2. Torax

La estructura del térax presenta un aspecto giboso y se encuentra recubierto
de pelos, con 6 patas en la zona ventral, y dorso-lateralmente dos alas y dos
balancines o halterios. Estd compuesto de 3 segmentos llamados: protérax,
mesotdrax y metatdrax. De cada uno de estos segmentos salen por su zona ventral
un par de patas de hasta tres veces la longitud corporal. El protérax es muy pequefio
y parcialmente cubierto por el mesotérax, el cual se encuentra mas desarrollado y
presenta dos alas dorso-lateralmente. En el metatdrax se distinguen los dos
balancines (pequefios apéndices o estigmas de un segundo par de alas) cuya funcién
es estabilizar el vuelo del flebotomo (Davis, 1967; Abonnenc, 1972; Morillas-

Mdrquez, 1981).

Ala

Balancin

- Abdomen

_“\~ "'
Protorax "7 ‘
AN ' | Figura 26. Esquema del térax de un flebotomo.

Mesotdrax -‘*-Iv" ,‘ Tomado de Morales-Yuste (2012). Modificada por el

e autor.
Metatorax
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Las alas se caracterizan por ser lanceoladas y muy pilosas, y por disponerse en
un angulo de 45 grados entre si en posicion de reposo. Presentan abundantes
nerviaciones longitudinales y algunas transversas. La membrana del ala estd salpicada
de finos microtricos mientras que sus nerviaciones tienen sedas escamosas. Los
parametros taxondmicos empleados en estas estructuras como criterios de
clasificacion son las posiciones relativas de diversos puntos de confluencia de sus
nerviaciones (Roiux y Golvan, 1969). Por lo tanto, las alas son las estructuras del térax
que presentan una mayor importancia desde el punto de vista sistematico. De arriba

abajo del ala se distinguen las siguientes nerviaciones:

Costa
/ erviacion radio-mediana
/Subcosta

! Y

l

1
o
i __L___

o

Cubital

[}
M Vo .
3 M, - Figura 27. Morfologia del ala. Tomada de Morales-

Yuste (2012).

- La costal o costa que rodea el ala

- La subcostal, que es muy corta y se une a la 12 Longitudinal cerca de su base.

- La 12 Longitudinal simple: R;.

- La 22 Longitudinal o sector radial (Rs), bifurcada dos veces y dando lugar a tres
ramas: R,, R3y Ry.

- La 32 Longitudinal simple: Rs.

- La 42 Longitudinal, bifurcada y dando lugar a dos ramas: M,y M,

- La 52 Longitudinal simple: M3

- La 62 Longitudinal simple: M,.

- La 72 Longitudinal simple o nervio “cubital”.

- Los nervios transversales estdan muy cerca de la base del ala, y la mas visible e

importante es la transversal radio-mediana, que une la 22, 32 y 42 Longitudinal.
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Los principales criterios de clasificacién usados en las alas serian los valores a,
B, v y m que son distintas distancias entre bifurcaciones de las nerviaciones del ala

(Figura 24).

Las patas son largas y delgadas, siendo las traseras las mas largas. Cada una de
ellas se divide en cadera o coxa, trocanter, fémur, tibia y tarso (compuesto por 5
segmentos). Otras caracteristicas destacables que presentan las patas son que éstas
terminan en dos uias simples en el Ultimo segmento del tarso, que la tibia presenta
una corona de sedas cerca de la articulacion tibio-tarsiana, y que algunas especies

tienen espinas cortas en el fémur.

Trocanter

Cadera 6 coxa

Fémur

Figura 28. Esquema de la pata de un flebotomo. (A) Pata de flebotomo, (B) Detalle de la corona de
sedas de la tibia, (C) Detalle de los dos ultimos segmentos del tarso. Obtenida de Abonnenc (1972).
Modificada por el autor.

1.7.2.3. Abdomen

El abdomen es en su mayor parte cilindrico y esta formado por la unién de 10
segmentos. Todos los segmentos que conforman el abdomen tienen una placa
quitinosa llamada tergito en su parte dorsal, y otra llamada esternito en su parte
ventral, menos desarrollada que el tergito. Ambas estructuras se encuentran
separadas lateralmente por una superficie membranosa (membrana pleural) que
permite la dilatacién del abdomen en el momento de la alimentacion. El primero de

estos 10 segmentos se fija al térax, y los dos ultimos segmentos, muy modificados,
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conforman el aparato genital externo (segmentos genitales). Los 7 segmentos no
modificados restantes presentan cada uno un par de estigmas respiratorios, cuya
apertura se encuentra generalmente en el borde anterior del segmento, sobre la

membrana pleural mas cerca del tergito que del esternito.

Membrana pleural

Terg-l Terg-2 Terg-3 |
|

5

Membrana pleural

{ Terg-4 |
Tner_lg-l-r'fr!g'2 Te:g—Sg TE’_E“‘;‘ Terg-5 Terg-6
I Terg-7  Est-8 6 coxito

|
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|
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A 7 e B
Figura 29. Esquema del abdomen de un flebotomo. (A) Abdomen de hembra, (B) Abdomen de macho, (Est) Esternito, (Terg)
Tergito. Los nimeros 1-10 indican el segmento al que pertenecen las distintas estructuras sefialadas. Esquema obtenido de
Abonnenc (1972). Modificado por el autor.

Principales caracteristicas del abdomen de la hembra de flebotomo: En
estado de reposo los segmentos del 8 al 10 se encuentran retraidos dentro del
séptimo tergito y esternito, encontrandose extendidos Unicamente durante la
ovoposicién, apareamiento y defecacidon (Davis, 1967). El 82 tergito estd mads
desarrollado que los anteriores, y continda en la region ventral con un esternito
lobulado denominado gonapdfisis ventral. A continuacidon se dispone el 92 tergito,
bajo el cual se observa una regiéon membranosa o area genital donde convergen los
orificios de los conductos espermaticos de las espermatecas. Al ultimo segmento
abdominal se fijan dos placas laterales conocidas como cercas o gonapdfisis dorsales,
que se hallan separadas por una estructura quitinosa central que constituye el ano.
Internamente el abdomen presenta 3 pares de érganos genitales: ovarios, glandulas
anejas, y espermatecas. La espermateca se localiza en el interior de la parte terminal
del abdomen, y en ella se diferencian la cabeza, cuello, cuerpo o reservorio y
conductos espermaticos (Figura 27, B). En la practica, uno de los elementos mas

utilizados para la clasificacidn de especies en la hembra es la espermateca.
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Espermateca

72 tergito
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Figura 30. (A) Esquema del abdomen terminal de una hembra de P. papatasi. (B) Esquema de la espermateca de P. ariasi.
Esquemas obtenidos de Theodor (1958) y Jobling (1987). Modificadas por el autor.

Principales caracteristicas del abdomen del macho de flebotomo: En el
macho los segmentos 7 y 8 se encuentran poco desarrollados, mientras que los
segmentos terminales 9 y 10 se encuentran muy evolucionados y forman la armadura
genital. Esta armadura genital, llamada también genitalia externa o terminalia, se

divide principalmente en 3 pares de estructuras:

- Los coxitos, que son apéndices laterales alargados sobre los que se articulan
los estilos. En los estilos hay espinas cuyo numero, longitud y disposicidon
pueden ser usados como criterios de clasificacion especifica.

- Los parameros, que son piezas medianas que parten de la base de los coxitos.
Entre los pardmeros se observan unas estructuras fuertemente quitinizadas
llamadas valvas peneanas o aedeagus. Estas valvas peneanas rodean al
extremo terminal del filamento genital o canal eyaculador, cuyo extremo
contrario conecta con la pompa genital, y ésta a su vez con el pistén.

- Los lébulos laterales, que son prolongaciones ventrales soldadas a las cercas

por su cara interna.
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La genitalia del macho puede variar en su morfologia dependiendo de la

especie por lo que se usa normalmente como criterio de clasificacion.

o . . 1 Qo .
72 tergito 8 esternita Coxito 6 92 esternito
. Filamento genital
"o . iy !
.
Piston .. -
— x
Pompa genital . 4 .
P —
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Figura 31. Esquema del abdomen terminal de un macho de P. papatasi. Esquemas obtenidos de Jobling (1987).
Modificada por el autor.

1.7.3. Ciclo de vida y biologia

La biologia de cada especie de flebotomo es Unica y compleja, abarcando
aspectos tales como la reproduccidn, alimentacion, dispersion, y aspectos ecoldgicos

del lugar donde viven.

En el ciclo de vida general que presentan estos dipteros, después de la eclosion
del huevo se generan 4 estados larvarios distintos, seguidos de una fase de pupa, de
la que finalmente emerge el adulto. Tanto el huevo, como las larvas y la pupa sufren
su desarrollo en microhabitats ricos en materia organica, al contrario que otros
dipteros que se desarrollan en ambientes acuaticos. Los periodos en los que se
desarrollan las distintas fases son dificiles de determinar con exactitud, ya que se ven
afectados por factores como la temperatura ambiente (temperaturas bajas alargan
los tiempos mientras que temperaturas altas los acortan). En el laboratorio los

huevos eclosionan generalmente sobre 7-10 dias después de la ovoposicion, mientras
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que el desarrollo larvario antes de la pupacién suele durar unas 3 semanas. La fase de
pupacion suele durar unos 10 dias surgiendo el adulto tras este tiempo, siendo en su
mayoria machos al principio. En la regidn Paleartica las distintas especies pueden
hibernar mediante diapausa en el 42 estado larvario, mientras que en las zonas mas
calidas y habitats mds humedos, esta diapausa ocurre en el huevo. Las fases
preimaginales son dificiles de encontrar en la naturaleza, y los lugares de cria de la

mayoria de las especies se desconocen (WHO, 2010).

N

Figura 32. Ciclo de vida de flebotomo. (A) Adulto, (B) Huevo,
(C) Fases larvarias, (D) Pupa. Obtenido de WHO (2010).

Killick-Kendick et al. (1977) obtuvieron que a 252C, en el ciclo de Lutzomyia
longipalpis, el tiempo transcurrido entre la alimentacion de la hembra y la
ovoposicion era de 5-9 dias, los huevos eclosionaban a los 4-9 dias, el primer estadio
larvario se mantenia durante 3-6 dias, el 22 durante 2-4 dias, el 32 durante 1-5 dias, el
49 durante 3-9 dias, y las pupas durante 10 dias. Por lo tanto, la duracién aproximada
del ciclo desde que la hembra ingiere sangre hasta que emerge el adulto, es de 40
dias. Sin embargo las valores que obtuvo Parrot (1931) sobre Phlebotomus papatasi

fueron distintos, observando que la duracidn de su ciclo de vida variaba entre 40-72
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dias (Temperatura de 282C), 47-92 dias (Temperatura de 25°C) y 144-197 dias
(Temperatura de 222C). En el centro de Espaiia, en un estudio similar realizado sobre
ejemplares de Phlebotomus perniciosus cultivados a 282C, el tiempo transcurrido
entre la alimentaciéon de la hembra y la ovoposicion fue de 4-6 dias, los huevos
eclosionaban a los 4-6 dias, el desarrollo larvario (desde la eclosién del huevo hasta la
formacion de la pupa) se realizaba en 14-23 dias, y el desarrollo de las pupas en 7-11

dias (Molina, 1991).

Los huevos se caracterizan por ser ovales con la cara dorsal convexa, de color
blanquecino en el momento de la puesta para después oscurecerse, con un tamafio
que oscila entre 300-400 u de longitud y entre 100-150 p de anchura, y un dibujo en
la cubierta externa que puede variar de unas especies a otras. El nimero de huevos
que una hembra puede depositar varia entre 30-80. Como ya hemos mencionado
anteriormente, la temperatura puede afectar al desarrollo embrionario de manera
que a la humedad adecuada y a una temperatura optima de entre 26-302C, el huevo
eclosiona en 6-7 dias. La hembra ovoposita sobre un sustrato sélido de materia
organica de composicion variable y con una humedad adecuada (Ej: restos vegetales
o desperdicios orgdnicos). Estos huevos nunca se depositan sobre agua, aunque en
inmersion pueden permanecer viables durante 5 dias. Por el contrario, la desecacion
y la accidn directa del sol si matan al huevo. El tiempo desde la alimentacién de la
hembra hasta la produccion del huevo depende de la especie, velocidad de digestion

y temperatura ambiente (Gil Collado et al., 1989; Killick-Kendrick, 1999).

Figura 33. Huevos de flebotomo. (A)
Huevo de flebotomo (obtenida de
www.europeana.eu), (B) Hembra
grdvida de Sergentomyia minuta
(fotografia del autor).
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Las larvas, al salir del huevo, son blanco-amarillentas y sélo estdn algo
quitinizadas la cabeza y el ultimo segmento abdominal. Su tamafio oscila entre 0’5-1
mm y posteriormente va aumentando, y se van quitinizando alcanzando un color casi
negro. En su cuerpo se distingue un aparato bucal triturador, el térax con sus
segmentos fuertemente fusionados, y un abdomen con 9 segmentos. En el ultimo
segmento abdominal aparecen 1 o 2 pares de sedas largas y pigmentadas, y por todo
el cuerpo se pueden apreciar también numerosos pelos y sedas de distintas formas y
tamanos. Las larvas también se desarrollan en sustrato sélido compuesto
principalmente por materia organica de la que se alimentan, dispuestas a distintas
profundidades y con un grado de humedad suficiente. Las larvas de flebotomo sufren
tres mudas, estando influenciado el paso de una a otra principalmente por la

temperatura, tal y como se ha mencionado anteriormente (Gil Collado et al., 1989).

Figura 34. Larva de flebotomo. (A) Larva de Phlebotomus perniciosus (http://jcastella.uab.
cat), (B) Larva IV de flebotomo (www.gruppoleishmania.org)), (C) Larva de Phlebotomus
papatasi a microscopia electrénica (http://images. wellcome .ac.uk).

Antes de sufrir la muda, el 42 estadio larvario se sitla en la parte superior del
sustrato en el que se localiza, y permanece inmovil con la parte superior del cuerpo
levantada durante algun tiempo. Posteriormente sufre la muda y sale la pupa
quedando unida al sustrato por los segmentos posteriores, y a través de los dos
ultimos segmentos del abdomen a un resto de exuvia larvaria. La pupa tiene unos 3
mm de longitud y al principio es de color blanco-amarillento aunque después se

ennegrece. Morfolégicamente la cabeza se encuentra fusionada al térax formando el
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cefalotdrax. En esta fase se aprecia que el abdomen esta formado por 9 segmentos,
el térax por 3 segmentos, y en la cabeza la presencia de palpos, antenas, ojos y piezas
bucales. También presenta numerosos pelos y sedas por todo el cuerpo (Gil Collado

et al., 1989).

Figura 35. Pupa de flebotomo. (A) Pupa de Lutzomyia shannoni
(http://entnemdept.ufl.edu), (B) Pupa de Phlebotomus
perniciosus (http://jcastella.uab.cat).

De la fase de pupa surgen los adultos, que permanecen inméviles durante 5-24
horas tras la eclosién, comenzando su actividad tras este periodo. El ciclo se cierra
cuando las hembras maduran sus huevos y los ovopositan, debiendo ingerir sangre
para asegurar dicha maduracién (ciclo gonotroéfico). Estos ciclos gonotrdéficos se
dividen en tres fases principales: busqueda del hospedador e ingestion de sangre,
digestion y maduracion de los huevos, y ovoposicidon. Las hembras realizan varios
ciclos gonotroficos a lo largo de su vida, iniciando un nuevo ciclo después de cada

ovoposiciéon (Dolmatova y Demina, 1971).

Por norma general, durante el dia los adultos permaneces inmdviles en sus
lugares de reposo que los mantienen reservados de la accién del viento y del exceso
de luz, y les proporcionan una temperatura y humedad relativa adecuada. Estos
lugares de reposo pueden estar alejados de la actividad humana (ej: huecos de

troncos, grietas del terreno, barbacanas de muros de contencién, madrigueras de
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animales) o dentro de un ambiente doméstico. Estos dipteros presentan una
actividad nocturna o crepuscular, por lo que desde la puesta del sol salen de sus
lugares de reposo para alimentarse o para acoplarse machos y hembras. A altas horas
de la madrugada vuelven a sus lugares de reposo, por norma general antes del
amanecer. Aunque es rara su actividad diurna, es posible encontrarlos durante el dia
en habitaciones con escasa luz, aunque se trataria de una conducta excepcional. Para
que el adulto desarrolle su actividad se han de producir unas determinadas
caracteristicas de temperatura y humedad, asi como un viento inferior a 4
metros/segundo y ausencia de lluvias. Debido a sus particulares caracteristicas de
vuelo (a saltos o en pequenos vuelos, y una velocidad maxima de vuelo de 1
metro/segundo) el desplazamiento de los flebotomos esta limitado a un maximo de
2 km, aunque lo mas frecuente es que se desplacen unos pocos cientos de metros (Gil

Collado et al., 1989; Killick-Kendrick, 1999).

Las hembras son las Unicas con habitos hematdfagos, debido a que necesitan
la sangre para la produccién de los huevos. Estas pueden alimentarse de cualquier
vertebrado aunque suelen presentar una cierta predileccion dependiendo de la
especie de la que se trate. Este seria el caso de las especies antropdfilas, las cuales es
mas frecuente encontrarlas en el interior de las viviendas humanas, y por lo tanto son
las que presentan una mayor importancia sanitaria. Igualmente hay especies que
Unicamente se alimentan del hombre de manera excepcional y en ausencia de sus
hospedadores normales, por lo que carecen de importancia sanitaria. Los machos se
alimentan exclusivamente de productos azucarados vegetales, mientras que las
hembras, ademds de la ingesta de sangre, se considera que un gran numero de
especies necesitan ingerir productos azucarados, y estos pueden tener una gran
importancia para poder realizar la transmisién de Leishmania (Gil Collado et al., 1989;

Rojas y Scorza, 1996; Killick-Kendrick, 1999).

Las distintas especies de flebotomos presentan variaciones poblacionales a lo

largo del afio, con distintos patrones dependiendo de la regién geografica en la que
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se encuentren y de la especie de la que se trate. El estudio de las fluctuaciones
poblacionales (fenologia) presenta una gran importancia epidemiolégica, ya que
mediante este estudio se pueden averiguar tanto los periodos de actividad como las
épocas de maxima poblacidn, y asi poder determinar el periodo de mayor posibilidad
de transmisién de Leishmania. Son varios los estudios fenoldgicos que se han
realizado en la cuenca meditarranea desde hace bastantes afos; por ejemplo: Rioux
et al (1967) en el sur de Francia; Croset et al. (1970) en Tunez; Maroli y Bettini (1977)
en Italia; y Morillas-Marquez et al. (1983), Martinez-Ortega (1985) y Sanchis Marin et
al. (1986a) en el sur de la Peninsula Ibérica. En Espafia se ha podido observar que
especies como Sergentomyia minuta, por norma general, presentan a lo largo del afio
una fenologia monofdsica (siendo coincidente con otras regiones mediterraneas),
mientras que especies como Phlebotomus perniciosus, P. ariasi y P. papatasi
presentan una fenologia difasica (Gil Collado et al., 1989). En un estudio realizado en
el centro de Espafia, Galvez et al. (2010) observaron que, efectivamente,
Phlebotomus perniciosus presentaba una fenologia difasica mientras que, a diferencia
del estudio anterior, Phlebotomus ariasi presentaba una fenologia monofasica, al

igual que ocurre en el sur de Francia (Rioux et al., 1967).

1.7.4. Correspondencia Phlebotomus-Leishmania

Como ya hemos mencionado, los vectores demostrados de la leishmaniosis
son los flebotomos, pero no todas las especies de flebotomos pueden actuar como
vectores, ni todas las especies vectoras son capaces de transmitir a todas las especies
de Leishmania. De las aproximadamente 800 especies de flebotomo sélo 93 son
vectores comprobados o probables de este protozoo, aunque periédicamente se van
uniendo mas especies a la lista. Por lo tanto existe una cierta especificidad zooldgica
entre Leishmania y el flebotomo, donde cada especie de Leishmania posee un
determinado espectro de vectores relativamente estrecho a nivel genérico vy

frecuentemente subgenérico. Sin embargo, esta especificidad puede no ser absoluta
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debido a que especies de flebotomo normalmente no vectoras de una determinada
especie de Leishmania, pueden actuar como tales. Dentro de las especies vectoras
hay que diferenciar entre vectores especificos y vectores permisivos (Volf y Myskova,
2007). Los vectores especificos son aquellos que sdlo pueden transmitir a una especie
de Leishmania (ej. Phlebotomus perniciosus o Phlebotomus ariasi son vectores
especificos de Leishmania infantum), mientras que los permisivos pueden transmitir a
mas de una especie (ej. Lutzomyia youngi es capaz de transmitir a Leishmania
garnhamiy a Leishmania braziliensis) (WHO, 2010). En la practica habitual, el primer
paso para incriminar a los vectores de una determinada especie de Leishmania es
averiguar las especies que se alimentan de humanos en la misma region.
Posteriormente se capturan estos posibles vectores y se diseccionan para intentar
aislar al parasito y poder compararlo con las cepas aisladas de humanos (WHO, 2010).
En la cuenca mediterranea las tres especies de Leishmania implicadas en los casos de
leishmaniosis son L. infantum (transmitida por varias especies del subgénero
Larroussius), L. tropica (transmitida principalmente por P. (Paraphlebotomus)
sergenti) y L. major (transmitida por varias especies del subgénero Phlebotomus y
Paraphlebotomus, principalmente por P. (Phlebotomus) papatasi). En Espafia la Unica
especie de Leishmania presente es L. infantum, pudiendo ser transmitida en esta
region por tres especies del subgénero Larroussius: P. perniciosus, P. ariasi y P.

langeroni, aunque soélo las dos primeras son vectores demostrados en nuestro pais.

Las interacciones parasito-vector que controlan esta especificidad estan
relacionadas con las diferencias en la capacidad del parasito de inhibir o resistir a las
enzimas proteoliticas secretadas durante la digestion de la sangre ingerida por el
flebotomo, y/o con el mantenimiento de la infeccidén en el intestino del flebotomo
durante la defecacién de la sangre digerida (Sacks, 2001). El mantenimiento de la
infeccién en el intestino durante la defecacién de la sangre digerida se considera que
estd relacionado con la uniéon mediada por lipofosfoglicanos (LPG) de Leishmania a la

pared del intestino de sus flebotomos vectores. A su vez se ha visto que en los
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Especie de Leishmania Género Subgénero Especie
L. donovani Phlebotomus Paraphlebotomus P. alexandri* ¢?
Synphlebotomus P. martini
P.celiae
Euphlebotomus P. argentipes
Larroussius P. orientalis
L. infantum Phlebotomus Larroussius P. perniciosus
P. ariasi
P. peffiliewi
P. langeroni
P. neglectus
S P. longicuspis
'g Adlerius P. chinensis
3| L. tropica Phlebotomus Paraphlebotomus P. sergenti*
= P. saeveus
_% Adlerius P. arabicus
S| L aethopica Phlebotomus Larroussius P. longipes
P. pedifer
L. major Phlebotomus Phlebotomus P. duboscqi
P. papatasi
P. salehi
P. bergeroti
Paraphlebotomus P. caucasicus
P. mongolensis
Synphlebotomus P. ansarii
L. killicki Phlebotomus Paraphlebotomus P. sergenti*
P. alexandri* ¢?
P. chabaudi ¢é?
L. chagasi/L. infantum Lutzomyia Lutzomyia Lu. longipalpis
Pifanomyia (Grupo Verrucarum) Lu. Evansi
L. mexicana Lutzomyia Nyssomyia Lu. olmeca olmeca
Lu. diabolica
Lu. shannoni
Lu. ylephiletor*
Lutzomyia Lu. ayacuchensis
L. amazanensis Lutzomyia Nyssomyia Lu. flaviscutellata
Lu. olmeca nociva
Lu. reducta
L. venezuelensis Lutzomyia Nyssomyia Lu. olmeca bicolor
L. pifanoi Lutzomyia Nyssomyia Lu. flaviscutellata
L. garnhami Lutzomyia Pifanomyia (Grupo Verrucarum) Lu. youngi*
-8 L. braziliensis Lutzomyia Psychodopygus Lu. carrerai
g Lu. wellcomei
> Lu. complexus
g Nyssomyia Lu. intermedia
S Lu. whitmani*
2 Pifanomyia (Grupo Verrucarum) Lu. youngi*
Lu. nuneztovari*
Lu. ovallesi
Lu. spinicrassa
L. peruviana Lutzomyia Helcocyrtomyia Lu. peruensis
Pifanomyia (Grupo Verrucarum) Lu. verrucarum
L. guyanensis Lutzomyia Nyssomyia Lu. anduzei
Lu. umbratilis
Lu. whitmani*
L. panamensis Lutzomyia Nyssomyia Lu. trapidoi
Lu. ylephiletor*
Psychodopygus Lu. panamensis
Lu. gomezi
L. lainsoni Lutzomyia Trichophoromyia Lu. ubiquitalis
Pifanomyia (Grupo Verrucarum) Lu. nuneztovari*

Tabla 1. Correspondencia Leishmania-Flebotomo en las leishmaniosis humanas. No se reflejan todas las especies vectoras,
solo las confirmadas y/o algunas de las mas probables. (*) Especies de flebotomo que transmiten a mas de una especie de
Leishmania. (¢?) Especies dudosas de actuar como vectores de una determinada especie de Leishmania a pesar de haberse
relacionado (Killick-Kendrick, 1990; Bejarano et al., 2003; WHO, 2010; Ready, 2010; Boubidi et al., 2012).
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vectores permisivos los mecanismos de adhesién a la pared del intestino son distintos
e independientes a los LPG (Volf y Myskova, 2007). Aunque son varios los trabajos
que mencionan esta correspondencia Leishmania-Flebotomo, la revisidon realizada
por Killick-Kendrick (1990) ha sido durante muchos afos el trabajo de referencia en
esta especificidad y ha sido actualizado por algunos autores en los ultimos anos (e;j.
Ready et al., 2010). En la Tabla 1 se presenta la correspondencia entre las principales

especies de Leishmania y sus flebotomos vectores.

1.7.5. Biologia del parasito en el vector

Hay una parte del ciclo bioldgico del parasito que ha de ocurrir en el interior de
su flebotomo vector, y que estd confinada al tracto digestivo de este diptero. El
subgénero Leishmania presenta un ciclo suprapildrico, por lo que su desarrollo tiene
lugar en el intestino medio, mientras que en el subgénero Viannia es peripildrico, por
lo que los parasitos entran en el intestino posterior antes de migrar hacia delante por
el intestino medio. También se ha comentado que el pardsito pasa por distintas
formas durante su estancia en este hospedador invertebrado, como son
respectivamente: promastigote prociclico, nectomonas, leptomonas, haptomonas, y
promastigote metaciclico (fase infectiva). Cada uno de estos estadios se caracteriza
por cambios morfoldgicos y funcionales destinados a garantizar la supervivencia en el
flebotomo (Nieves y Rondon, 2007). Como ya hemos visto, el amastigote se
tranforma en promastigote prociclico, que son pequefios, lentos y con flagelo corto.
Esta es una forma replicativa cuya principal funcidon es la de aumentar la carga
parasitaria mediante fisién binaria longitudinal (primer ciclo de multiplicacién en el
flebotomo), y suele aparecer a las 24-48 horas post-infeccion. Estas formas estdn
presentes en la sangre temprana, que se encuentra rodeada por la membrana
peritrofica Tipo |, y son relativamente resistentes al ataque de las enzimas digestivas.
El pico de estas enzimas suele aparecer a las 18-48 horas después de la ingesta de

sangre. Esta resistencia de Leishmania a las proteasas del intestino medio se
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considera como el primero de los factores que determinan la competencia como
vector de una determinada especie de flebotomo, ya que las enzimas crean un
ambiente hostil para los pardasitos. En una combinacién compatible de Leishmania-
flebotomo, durante el proceso de transformacion de amastigote a promastigote
prociclico, un 50% de los parasitos son destruidos por la accidn de estas proteasas en
los dos primeros dias después de la ingesta de sangre, pero la matriz peritréfica
proporciona el tiempo necesario para que el restante 50% se diferencie en la forma
flagelada resistente. Ademas las especies de Leishmania han evolucionado para
presentar estrategias que les permitan superar los efectos nocivos de las enzimas
digestivas en vectores competentes, como son la inhibicion o retardo del pico
enzimdtico, o la secrecion de neuropéptidos que inhiben los movimientos
peristalticos del intestino medio y posterior, con el consiguiente beneficio para el

mantenimiento de la infeccién (Kamhawi, 2006).

Los promastigotes prociclicos se transforman en nectomonas a las 48-72 horas
post-infeccién, presentan una forma delgada vy larga, y su principal funcién es la de
escapar del confinamiento de la membrana peritréfica, anclarse en las células
epiteliales que revisten el intestino medio, y migrar hacia el intestino medio toracico
anterior. Aproximadamente a las 48 horas post-infeccion se produce un pico en la
produccidn de quitinasas que conduce a la degradacion de la membrana peritrdéfica
entre las 48-72 horas post infeccidon, siendo expulsada junto con la sangre no
digerida. La accién de estas quitinasas parece ser que facilita la fuga de las
nectomonas de la membrana peritréfica, ya que la inhibicion de estas quitinasas
(incluso en vectores competentes) produce una pérdida de pardsitos debido a que no
son capaces de escapar de la membrana peritréfica antes de la defecacidon. Ademas
se ha comprobado que la superficie de las nectomonas presenta lipofosfoglicanos
(LPG) que estan implicados en su adhesién al intestino medio de los flebotomos. Esta
adhesion mediada por LPG previene la pérdida de estas formas durante la excrecién

de la sangre, y es considerada como el mayor determinante de la competencia de
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vectores para especies de Leishmania. Las leptomonas se forman a partir de las
nectomonas a los 4-7 dias post-infeccidn, y al igual que los promastigotes prociclicos
son formas proliferativas y sufren el segundo ciclo de multiplicacién, resultando en
una infeccion masiva del intestino medio anterior. Finalmente se observan dos
formas que se suelen localizar en la valva estomodeal, las haptomonas y los
promastigotes metaciclicos. El precursor de las haptomonas esta todavia en discusion
(nectomonas o leptomonas), y son formas especializadas estaticas que aparecen a los
5-7 dias post-infeccion. Estas formas haptomonas se encuentran unidas al
revestimiento cuticular de la vdlvula estomodeal formando circulos concéntricos que
tapan la apertura de la valvula. A su vez, producen quitinasas que son responsables
de la degeneracién del revestimiento quitinoso de la valvula estomodeal. La
degeneracion perjudica la alimentacion del flebotomo produciendo mayores y mas
frecuentes procesos de alimentacion, lo que contribuye a un incremento de la
eficiencia de transmision del parasito (Kamhawi, 2006; Bates, 2007; Maia et al., 2011,

Dastalova y Volf, 2012).

Los promastigotes metaciclicos son la forma infectiva y estd altamente
adaptada para la transmisién al hospedador vertebrado. Estos promastigotes se
forman a partir de las leptomonas a los 5-7 dias post-infeccién, no sufren division y se
acumulan en la valvula estomodeal asegurando la disponibilidad de un gran nimero
de parasitos para su transmisidon. La degeneracion de la valvula estomodeal
producida por las haptomonas permite que algunos promastigotes metaciclicos la
atraviesen y ocupen distintas partes anteriores del flebotomo como son las glandulas
salivares, faringe y probdscide del vector, lo que facilita su posible inoculacién en el

hospedador vertebrado.

1.7.6. Control del vector

El control de la leishmaniosis presenta una gran complicacién debido a la gran

cantidad de factores involucrados que afectan tanto a vectores, parasitos y
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reservorios. En la actualidad se le da una mayor prioridad al control de los vectores
que al control de los reservorios, pretendiendo reducir o interrumpir la transmisién
de la infeccidn, y siendo mas eficaz y mejor visto por la sociedad que por ejemplo el
sacrificio de perros infectados (reservorios). Debido a que todavia no se tiene un
buen conocimiento de los lugares de cria de los flebotomos, la mayoria de las
medidas de control van dirigidas a los adultos y no a las fases preimaginales.
Actualmente no hay muchos estudios bien controlados de intervencién sobre los
adultos, por lo que las evaluaciones de eficacia y coste-beneficio son dificiles de
realizar, y ademds los resultados de las distintas intervenciones contra el vector
raramente son comparados. Entre estos métodos se citan: destruccidon del habitat
natural de los flebotomos, pulverizacion de insecticidas en casas y refugios de
animales, pulverizacion de insecticidas en la vegetacidn circundante como barrera de
protecciéon, uso de mosquiteras y cortinas tratadas con insecticidas, tratamiento con
insecticidas en los lugares de reposo y alimentacién de los flebotomos, repelentes
quimicos como por ejemplo los collares de perro impregnados o los usados en
viviendas humanas, y otras alternativas como son el uso de bacterias y hongos
(control bioldgico), el uso de plantas que tienen una accién tdxica en estos dipteros, o
el uso de feromonas como atrayente hacia superficies tratadas con insecticida (Killick-

Kendrick, 1999; Alexander y Maroli, 2003; Quinnell y Courtenay, 2009; WHO 2010).

Una forma habitual de control es la destruccidén total del habitat natural
seguida de una reordenacion del terreno para asegurarse que las condiciones
adecuadas para la proliferacion de estos dipteros no se vuelven a producir. Este
método se ha usado por ejemplo en el centro de Asia, en las republicas de la antigua
Unidn Soviética, o en el Neotrdpico, donde la realizacidon de deforestaciones ha dado
lugar a la desaparicién de especies de flebotomos silvestres (ej: Lu. umbratilis y Lu.
yuilli pajoti en Bolivia). En determinadas circunstancias la modificacion de ciertos
ambientes puede sustituir a la destruccidn y ser igualmente efectiva. En este sentido,

en ciertos programas de control de P. argentipes en la India se realizé un emplastado
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de los muros de casas y cobertizos con una mezcla de barro y cal, sellando de esta
manera los lugares de reposo de los flebotomos, y produciendo una fuerte caida de la
poblacién comparado con los lugares no emplastados. La destruccién de estos
microhabitats donde residen los flebotomos representa uno de los pocos ejemplos de
control sin aplicacion de insecticidas (Killick-Kendrick, 1999; Alexander y Maroli,

2003).

En la década de los 50 y 60 del siglo pasado, se realizaron campafas de
erradicacion de la malaria mediante fumigacion de grandes extensiones de terreno
con DDT. Estas fumigaciones produjeron una caida drastica de la prevalencia de la
leishmaniosis, aunque después de dejar de utilizarse este insecticida se volvié a los
niveles anteriores a las campafias antipaludicas. En las areas donde las zonas de cria
de los flebotomos son conocidas, también se suele usar el tratamiento con
insecticidas en estas zonas y en los lugares de reposo, siendo la forma mas usual para
el control de especies que rara vez entran en las viviendas humanas (especies
selvdticas). Estos métodos menos drasticos, como son el uso de insecticidas en
madrigueras de posibles reservorios, han tenido un éxito dispar dependiendo de la
especie de flebotomo sobre la que se ha realizado y del insecticida de eleccién. El
problema que presenta la aplicacion de insecticidas es que por razones de impacto
ambiental no se permite su uso prolongado (Killick-Kendrick, 1999; Alexander y

Maroli, 2003; Quinnell y Courtenay, 2009).

También es frecuente el rociado con insecticidas en las casas o en la
vegetacion circundante a las viviendas, con el fin de controlar a las especies de
flebotomo peridomésticas, aunque la reducciéon del nimero de flebotomos puede ser
de corta duracion. Otro método profilactico frente a especies peridomésticas es el
uso de mosquiteras en las camas, frecuentemente impregnadas con insecticidas. El
principal problema que presenta este método es que el pico de actividad de estos
dipteros es poco después de la puesta del sol antes de que las personas estén en la

cama, por lo que pueden tener poco efecto en la transmisidn a personas. Como
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alternativa se han usado cortinas impregnadas con insecticida, aunque los resultados
han sido dispares dependiendo del lugar de aplicacién y la especie. Por ejemplo en
Colombia las cortinas con deltametrina fueron menos eficaces que las mosquiteras
mientras que en lItalia y Burkina Faso las cortinas con permetrina redujeron a los
flebotomos endofilicos un 90% y un 99% respectivamente. (Killick-Kendrick, 1999;

Alexander y Maroli, 2003; Quinnell y Courtenay, 2009).

Otro método de control es mediante el uso en personas de repelentes
quimicos, aunque se trata un método bastante caro y no se recomienda su uso
prolongado. Se trata mas bien de un método de eleccién en individuos que van a
estar en zonas de riesgo durante un tiempo limitado (turistas, soldados, cazadores,
etc...). Otro tipo de repelentes quimicos son las tipicas pastillas o frascos
antimosquitos que se conectan a la corriente eléctrica, y que son muy baratos y
eficaces frente a los flebotomos. En cuanto a la prevencién contra la picadura de
estos dipteros en animales de compafia que pueden actuar de reservorio, como es el
perro, habitualmente se usan collares impregnados con deltametrina (Scalibor®) que
ofrece una proteccién contra las picaduras de hasta el 94% durante 34 semanas.
Tambien se han probado los lavados con deltametrina, llegando a matar hasta el 50%
de P. chinensis que se alimentan del perro durante 70 dias, aunque no se detectd
efecto sobre la alimentacion del flebotomo. Se consideran como métodos de
profilaxis frente al vector, que junto con los collares con deltametrina, los perros
duerman en el interior de las casas durante las principales horas de actividad de los
flebotomos (Killick-Kendrick, 1999; Alexander y Maroli, 2003; Quinnell y Courtenay,
2009). Recientemente se ha puesto a punto la pintura Inesfly®, que incorpora en su
composicidon diversos insecticidas, y se usa para pintar casas, sétanos, granjas,
cuadras, etc. Se utiliza para combatir a los triatominos (Amelotti et al., 2009), y ha
mostrado eficacia contra un importante numero de artropodos, entre ellos Anopheles
(Mosqueira et al., 2010a; Mosqueira et al., 2010b). También estd indicada para uso

ganadero contra los flebotomos, en cuyo caso los insecticidas usados son o-
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cipermetrina, tetrametrina y diflubenzurdn, bajo el nombre comercial “INESFLY IGR

VET PYR” (www.disprovet.com/en/attachment.php?id_attachment=21).

Como métodos alternativos al uso de insecticidas para el control de los
flebotomos se han usado bacterias, hongos, y plantas que tienen una accion tdxica en
estos dipteros. Se ha visto que Bacillus thuringiensis var. israelensis y Bacillus
sphaericus son letales para las fases preimaginales de los flebotomos. El problema
que presenta este método es que todavia se sabe poco de los lugares de cria de la
mayoria de las especies. Se ha visto que es posible el uso de estas bacterias en
adultos mediante la impregnacion de plantas con una mezcla de estos organismos y
azucares (Alexander y Maroli, 2003). Otro entomopatdgeno que se ha usado es el
hongo Beauveria bassiana. De entre las plantas que presentan una accidén todxica
frente a los flebotomos podemos mencionar Bougainvillea glabra, Ricinus communis
y Solanus jasminoides entre otras, y representan una alternativa sostenible y barata
al uso de insecticidas para crear zonas de barrera para el control de los flebotomos y
de la leishmaniosis. También se ha observado que las avermectinas en bajas
concentraciones son capaces de matar a los flebotomos, y dosis subletales en sangre
reducen la esperanza de vida y fecundidad de las hembras adultas (Alexander y
Maroli, 2003). Las avermectinas son derivados macrociclicos de la lactona que se
generan como productos de la fermentacidon de Streptomyces avermitilis y presentan
propiedades insecticidas, acaricidas y antihelminticas. Otro método alternativo seria
el uso de feromonas como atrayente hacia superficies tratadas con insecticida

(Alexander y Maroli, 2003).

Como se puede observar son varios los métodos que se pueden utilizar, pero el
uso de uno u otro va a variar dependiendo de la especie de flebotomo involucrada y
otros factores epidemioldgicos propios de cada especie, por lo que se ha de tener en
cuenta: si se trata de una especie zoofilica o antropofilica, si su alimentacién se
realiza alrededor de las casas o en zonas extradomiciliarias, si la transmisién del

parasito es estacional o anual, etc...
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1.7.7. Principales especies presentes en Espaiia

Desde que Lauffer capturara en El Escorial (Madrid) a los primeros ejemplares
de flebotomo (Czerny y Strobl, 1909) hasta la actualidad, se han realizado numerosos
estudios que han permitido identificar a las distintas especies presentes en Espafia,
su distribucion y su abundancia. A lo largo de los afios se ha podido comprobar que
en total hay 11 especies de flebotomos presentes en nuestro pais pertenecientes a
dos géneros: Sergentomyia y Phlebotomus. Dentro del género Sergentomyia estan las
especies S. minuta y S. fallax pertenecientes al subgénero Sergentomyia. En el género
Phlebotomus se diferencian 5 subgéneros que agrupan a las 9 especies restantes:
Phlebotomus (P. papatasi), Larroussius (P. perniciosus, P. ariasi y P. langeroni),
Paraphlebotomus (P. sergenti, P. alexandri y P. chabaudi), Adlerius (P. mascittii), y

Abonnencius (P. fortunatarum).

Cabe destacar que aunque en un principio se mencionaba también la
presencia de la especie P. longicuspis, distintos estudios moleculares indican que
estos individuos son en realidad P. perniciosus con una modificacién en sus valvas
peneanas. El principal motivo para esta consideracién es que los individuos espafnoles
de ambas especies no se pueden diferenciar genéticamente, presentando
Unicamente diferencias en la morfologia de sus valvas peneanas (Martin-Sanchez et

al., 2000; Pesson et al., 2004).

1.7.7.1. Distribucidn de las especies espanolas

Gil-Collado et al. (1989) realizaron una revision de la distribucién, morfologia y
biologia de los flebotomos en Espaia. Segun estos autores las especies citadas desde
principios de siglo (P. perniciosus, P. ariasi, P. sergenti, P. papatasi y S. minuta) se
encontraban distribuidas en la mayor parte del pais, siendo inferior su presencia en la
zona cantdbrica. También mencionaron la presencia de tres especies tipicamente

africanas en el sudeste peninsular (P. alexandri, P. chabaudi y P. longicuspis; esta
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ultima considerada actualmente como P. perniciosus), en Catalufia P. mascittii, y en
las Islas Canarias S. fallax y P. fortunatarum (especie exclusiva de esta region).
Posteriormente, Gallego-Berenguer et al. (1992) actualizaron estos datos de

distribucion de los flebotomos en el noreste peninsular, Avila y Baleares.

| AN
|
®
@]
Género Phlebotomus Subgénero Phlebotomus Rondani, 1843 Subgénero Paraphlebotomus Theodor, 1948
Rondani, 1843 (O)2 papatasi Scopoli, 1786 * P. alexandri Sinton, 1928
Subgénero Larroussius Nitzulescu, 1931 *P. chabaudi Croset, Abonnenc y Rioux, 1970
B ~. ariasi Tonnoir, 1921 O ,. sergenti Parrot, 1917
o, perniciosus Newstead, 1911 Subgénero Abonnencius Morillas Mdarquez et al., 1984
H p. langeroni (Nitzulescu, 1930) R P. fortunatarum Ubeda-Ontiveros et al., 1982

Subgénero Adlerius Nitzulescu, 1931
X P. mascittii Grassi, 1908
Género Sergentomyia Subgénero Sergentomyia Francay Parrot, 1921

Franca et Parrot, 1921 O S. minuta (Rondani, 1843)
@ S. fallax (Parrot, 1921)

Figura 36. Distribucion de las especies de flebotomo presentes en Espafia (Morales-Yuste, 2012). Figura basada en datos de Gil-
Collado et al. (1989), Gallego-Berenguer et al. (1992), Lucientes et al. (1994), Martinez-Ortega et al. (1996), Conesa-Gallego et al.
(1997), Ledn-Sanz et al. (1999), Lucientes et al. (2001) y Aransay et al. (2004). Modificada por el autor.
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Desde la revision realizada por Gallego Berenguer et al. (1992) hasta la
actualidad tan solo se ha descrito una especie mas, P. langeroni. Esta especie ha sido
capturada en Madrid (Martinez-Ortega et al., 1996; Conesa-Gallego et al., 1997) y
Zaragoza (Lucientes et al., 1994; Lucientes et al., 2001). También se han registrado
nuevas localizaciones de P. papatasi en Valencia y Guadalajara mediante la revision
de especimenes capturados por Najera (Ledn-Sanz et al., 1999). A su vez, se ha
notificando la presencia de las especies P. papatasiy P. sergenti en La Rioja, y P. ariasi
como Unica especie identificada en el norte de la provincia de Alava (Aransay et al.,

2004).

1.7.7.2. Caracteristicas morfoldgicas principales de las especies espaiiolas

Como ya se ha mencionado anteriormente en Espafa hay 11 especies de
flebotomos distribuidas en dos géneros y 6 subgéneros. A continuacidon se van a
detallar las principales caracteristicas morfoldgicas que sirven para diferenciar los
distintos géneros, subgéneros y especies presentes en nuestro pais. La descripcion de
estas caracteristicas y las figuras (modificadas por el autor), se han obtenido de
Guevara-Benitez et al. (1978), Morillas-Marquez (1981), Morillas-Mdrquez et al.
(1984), Sanchis-Marin (1986), Martinez-Ortega y Conesa-Gallego (1987b), Gil-Collado
et al. (1989), Gallego-Berenguer et al. (1992), Lucientes et al. (1994), Martinez-Ortega
et al. (1996), Guerbouj et al. (2007), Morales-Yuste (2012), y fotografias del autor.

Género Sergentomyia; Subgénero Sergentomyia Franca y Parrot, 1921

Las especies pertenecientes al género Sergentomyia presentan una
peculiaridad en la 22 nerviacion longitudinal de las alas, donde a < B, mientras que en
las especies del género Phlebotomus a > B (Figura 37). En las hembras del subgénero
Sergentomyia, el cibarium esta armado con dientes dispuestos en fila recta y el
reservorio de la espermateca es liso. En el macho, el estilo presenta 4 espinas, todas

terminales o subterminales, y 1 seda “no caduca”.
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Figura 37. Alas de los géneros Sergentomyia y Phlebotomus (Fotografias del autor).

S. minuta (Rondani, 1843).

Hembra: El cibarium estd armado con 20-85 dientes ligeramente incurvados
hacia atrds formando una empalizada compacta, y presenta una mancha pigmentaria
marcada (Figura 38, A). La espermateca tiene forma de tubo con la cabeza
invaginada, similar a la descrita en S. fallax (Figura 38, B), y sensiblemente diferente a

las espermatecas del género Phlebotomus.

Macho: Se distinguen cuatro espinas situadas en porciéon terminal y sub-
terminal del estilo, y una seda no caduca entre el tercio medio y distal (Figura 38, C).
El cibarium tiene 20 dientes de morfologia y tamafio variable, dispuestos en un
pequeiio arco céncavo (Figura 38, D). Las valvas peneanas presentan una forma de

“dedo de guante” caracteristica (Figura 45, A).

macho, (D) Genitalia externa macho.
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S. fallax (Parrot, 1921).

Hembra: El cibarium estd armado con unos 20 dientes agudos, monomorfos y
formando un arco céncavo hacia atras. La faringe presenta una forma acorazonada,
donde se observan una serie de dientes polimodrficos (Figura 39, A). La espermateca

es similar a S. minuta (Figura 39, B).

Macho: El cibarium tiene 17 dientes agudos, monomorfos y dispuestos en arco
coéncavo hacia atras, y una mancha pigmentaria oscura, oval y con bordes regulares
(Figura 39, C). El estilo es largo, con 4 espinas terminales y una seda no caduca
terminal mas pequefia que la de S. minuta (Figura 39, D). Valvas del pene ligeramente

incurvadas en el borde superior (Figura 45, A).

A B

Figura 39. Caracteristicas taxondmicas de S. fallax. (A) Faringe de hembra, (B) Espermateca de hembra, (C) Cibarium de
macho, (D) Genitalia externa macho.

Género Phlebotomus; Subgénero Larroussius Nitzulescu, 1931

Las hembras tienen la cabeza de la espermateca pedunculada y con
reservorios dilatados o diverticulos en la base de los conductos espermaticos. Los
machos tienen el estilo corto con 5 espinas, dos de ellas terminales. Presentan

también un tufo de sedas en el coxito, pero no tienen Iébulo basal.

P. perniciosus Newstead, 1911.

Hembra: Las espermatecas tienen 9-12 anillos de tamafio variable (mas

pequefios en los extremos), cuello bastante largo, cabeza bien definida y conductos
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espermaticos estriados. Presentan un diverticulo en la base del conducto

espermatico con paredes espesas y refringentes (Figura 40, Cy D).

Macho: Tufo de sedas del coxito en niumero inferior a 15 (P. longicuspis > 15).
Las valvas peneanas son generalmente bifurcadas de forma variable, terminando en

dos puntas agudas, o unifurcadas (similar a P. longicuspis) (Figura 40, B; Figura 45, B).

> X7
N 7/ 5
"~

Figura 40. Caracteristicas taxondmicas del subgénero Larroussius. Genitalia externa macho: (A) P. perniciosus, (E) P. ariasi,

() P. langeroni; Valvas peneanas de macho: (B) P. perniciosus, (F) P. ariasi, (J) P. langeroni; Espermateca de hembra: (Cy D)
P. perniciosus, (G y H) P. ariasi, (K, Ly M) P. langeroni.

P. ariasi Tonnoir, 1921.

Hembra: La espermateca presenta 12-14 anillos uniformes y cuello
espermatico corto con un diametro ligeramente inferior al de la cabeza. La base del
conducto espermatico estd dilatada en forma de huso, pero sin diverticulo (Figura 40,

G y H). Faringe con pequeiios pliegues irregulares.

Macho: El coxito tiene insertadas de 16 a 32 sedas fuertes (Figura 40, E). Valvas

peneanas con forma de badajo de campana (Figura 40, F; Figura 45, B).
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P. langeroni (Nitzulescu, 1930).

Hembra: La espermateca presenta 9-10 anillos (Figura 40, Ky L), y el conducto
espermatico termina en una dilatacion fusiforme caracteristica de esta especie

(Figura 40, Ky M).

Macho: Las valvas peneanas acaban en una Unica punta cortada en bisel y

asimétrica (Figura 40, J; Figura 45, B).

Género Phlebotomus; Subgénero Paraphlebotomus Theodor, 1948

La hembra posee conductos espermaticos anillados y sin modificaciones en su
base, con cabezas sésiles y armadura faringea de aspecto reticulado. El macho tiene
los estilos cortos y rechonchos, mostrando 4 espinas largas, 2 terminales y 2

subterminales, y un Iébulo basal en la base del coxito que estd rodeado de sedas.

P. sergenti Parrot, 1917.

Hembra: La espermateca tiene 4-6 anillos. El anillo distal es globuloso vy
sentado, con similar longitud que anchura (Figura 41, | y L). La armadura faringea

presenta terminaciones apicales largas y sinuosas (Figura 41, Ey H).

Macho: El estilo es rechoncho y muy corto, con 4 espinas (2 terminales y 2
subterminales). Tufo de sedas cubriendo todo el I6bulo basal del coxito. Las valvas

peneanas terminan en puntas incurvadas hacia dentro (Figura 41, Ay D; Figura 45, D).

P. alexandri Sinton, 1928.

Hembra: Anillo distal de la espermateca circundando a la cabeza vy
sensiblemente aplanado (es decir, netamente mas ancho que largo) respecto al de P.
sergenti (Figura 41, J). La armadura faringea estd dispuesta en el cuarto basal y de

forma densa (Figura 41, F).
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Macho: El estilo es mas alargado que en P. sergenti con una espina terminal. El
I6bulo basal del coxito mds grueso y corto que el de P. sergenti, y rodeado por un
tufo de abundantes sedas largas (Figura 41, B). Valvas peneanas con bordes casi

paralelos y terminada en “proa de canoa” (Figura 45, D).

P. chabaudi Croset et al., 1970.

Hembra: El anillo distal de la espermateca es acampanado y pedunculado

(Figura 41, K). La armadura faringea se prolonga por los bordes (Figura 41, G).

Macho: El estilo es corto, similar al de P. alexandri, con 2 espinas terminales. El
I6bulo basal del coxito es mas largo y estrecho que en P. sergenti y con 6-10 sedas
(netamente mas largas que las de P. sergenti) (Figura 41, C). Valvas del pene

puntiagudas y transparentes en su extremo (Figura 45, D).

Figura 41. Caracteristicas taxonémicas del subgénero Paraphlebotomus. Genitalia externa de
macho: (A) P. sergenti, (B) P. alexandri, (C) P. chabaudi, (D) Imagen real de P. sergenti; Armadura
faringea: (E) P. sergenti, (F) P. alexandri, (G) P. chabaudi, (H) Imagen real de P.sergenti; Espermateca
de hembra: (1) P. sergenti, (J) P. alexandri, (K) P. chabaudi, (L) Imagen real de P. sergenti.
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Género Phlebotomus; Subgénero Phlebotomus Rondani, 1843

La hembra presenta una espermateca con una forma similar al subgénero
Paraphlebotomus, pero con mayor numero de anillos en el reservorio (o cuerpo) de la
espermateca, y una armadura faringea de aspecto escamoso en filas transversas que
es sensiblemente distinta a la presente en Paraphlebotomus. Macho con estilo largo y

delgado, con 5 espinas, 3 terminales y 2 subterminales.
P. papatasi Scopoli, 1786.

Hembra: La espermateca tiene 9-10 anillos, con la cabeza directamente unida
al reservorio y rodeada por el ultimo anillo (Figura 42, A). La armadura faringea es

escamosa con denticulaciones en la region basal (Figura 42, B).

Macho: La genitalia externa estd mucho mas desarrollada que en el resto de
especies espanolas. Estilo largo y delgado con 5 espinas cortas (3 terminales), tufo de
sedas en la parte apical del coxito, y |6bulo basal del coxito sentado con 10-12 sedas

(Figura 42, C). Valvas peneanas de forma cénica y extremo romo (Figura 45, C).

Figura 42. Caracteristicas taxondmicas de P. papatasi. (A) Espermateca de
hembra, (B) Faringe, (C) Genitalia externa de macho.
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Género Phlebotomus; Sub-género Adlerius Nitzulescu, 1931

La hembra presenta conductos espermaticos dilatados en la region préxima al
reservorio, el cual no muestra anillos pero si estriaciones transversales. El macho
presenta un estilo corto con 5 espinas, 2 de ellas terminales. El coxito no tiene |6bulo

basal.
P. mascittii Grassi, 1908.

Hembra: La espermateca presenta forma de saco con profundas estriaciones,

pero sin anillos netamente diferenciados (Figura 43, A).

Macho: Genitalia externa similar a Larroussius, con valvas peneanas afiladas
que se estrechan progresivamente y terminan en punta maciza y roma (Figura 43, By

C; Figura 45, E).

Figura 43. Caracteristicas taxonémicas de P. mascitti. (A) Espermateca de
hembra, (B) Genitalia externa de macho, (C) Valva peneana de macho.

Género Phlebotomus; Sub-género Abonnencius Morillas Marquez et al., 1984

Las hembras presentan faringes con bordes cuarteados y espermatecas con
largos conductos espermaticos. Los machos se caracterizan por presentar las valvas
del pene tronco-cdnicas, unidas a una estructura aneja en forma de media luna, y

largos filamentos genitales.
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P. fortunatarum Ubeda-Ontiveros et al., 1982.

Hembra: Las espermatecas tienen la cabeza pequena, cuello poco definido, y
conductos espermdticos extremadamente largos. Estas espermatecas tienen una
forma tubular con paredes lisas y poco mas anchas que los conductos espermaticos

(Figura 44, A). La faringe presenta estrias oblicuas y bordes cuarteados (Figura 44, B).

Macho: Genitalia externa con valvas peneanas troncocdnicas y con estructura

aneja en forma de media luna y largos filamentos genitales (Figura 44, Cy D).

D

Figura 44. Estructuras taxondmicas de P. fortunatarum. (A) Espermateca de hembra, (B) Faringe, (C)
Genitalia externa de macho, (D) Valva peneana de macho.

A B C
S minuta 5. fallax P. griasi  P. perniciosus P. langeroni P. papatasi
D E F
] "
P. alexandri P. chabaudi P. sergenti | P. mascittii P. fortunatarum

Figura 45. Aedeagus o valvas peneanas de las especies de flebotomos descritas en Espafia. (A)
Subgénero Sergentomyia, (B) Subgénero Larroussius, (C) Subgénero Phlebotomus, (D) Subgénero
Paraphlebotomus, (E) Subgénero Adlerius, (F) Subgénero Abonnencius.

S.D. Bardn Lopez (2014) 91



1- INTRODUCCION

1.8. Leishmania infantum

La leishmaniosis producida por Leishmania infantum es una zoonosis, ya que
en su ciclo bioldgico estan implicados reservorios animales, y el hombre se infecta
accidentalmente. Se considera una de las leishmaniosis zoondticas mas extendidas,
causando patologias tanto cutdneas como viscerales en el hombre, perro y otros
hospedadores vertebrados, aunque se considera al perro como su principal
reservorio (Martin-Sanchez et al., 2004; Gramiccia y Gradoni, 2005). Sus principales
vectores demostrados son varias especies de flebotomos pertenecientes al
subgénero Larroussius y Adlerius del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y del

subgénero Lutzomyia del género Lutzomyia en el Nuevo Mundo.

1.8.1. Encuadre taxonomico de L. infantum

La especie L. infantum esta englobada dentro del subgénero Leishmania, y a su
vez dentro del complejo L. donovani, tal y como se puede observar en la Figura 1 que
muestra la taxonomia general del género Leishmania. Dentro del complejo L.
donovani se incluyen: L. donovani, L. archibaldi y L. infantum. Se considera que L.
chagasi es una especie sindnima a L. infantum, y que se diferencian exclusivamente
por presentar una localizacién geografica distinta (L. infantum en el Viejo Mundo vy L.

chagasi en el Nuevo Mundo).

1.8.2. Distribucion de L. infantum

Se pueden encontrar zonas endémicas de L. infantum tanto en el Viejo como

en el Nuevo Mundo, por lo que esta parasitosis presenta una amplia distribucién.

1.8.2.1 Distribucion Mundial

Segun la WHO (2010), de los 98 paises donde se han dado casos autéctonos de

leishmaniosis, en 61 de éstos se han dado casos de L. infantum. Estos paises se
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localizan en 4 continentes distintos: Europa, Asia, Africa y América (América del Norte

y Sudamérica).

Figura 46. Distribucion mundial de L. infantum. El gris oscuro indica los paises en los que se han declarado casos autdctonos
en humanos y/u otros hospedadores vertebrados segin la WHO (WHO, 2010). Las localizaciones mostradas en el Nuevo
Mundo han sido mencionadas como infeccidn por L. chagasi (=L. infantum).

Cabe destacar que aunque el centro y norte de Europa se consideran zonas no
endémicas de este pardsito, en los ultimos afios se han publicado algunos casos de
leishmaniosis canina, humana y de otros hospedadores en varias de estas zonas,
como es el caso de Alemania y zonas no endémicas de Francia entre otros paises
(Bogdan et al., 2001; Koehler et al., 2002; Faber et al., 2012). Se considera que
algunos de estos casos podrian ser autéctonos. Esto podria indicar que la actual
distribucidn geografica de la leishmaniosis puede estar sufriendo una expansion,
desde las zonas endémicas del sur, hacia el norte de Europa por un posible efecto del
calentamiento global, entre otros motivos (Aspock et al., 2008; Faber et al., 2012;
Miré et al., 2012). En EEUU se ha visto una elevado nimero de casos de leishmaniosis
canina debida a L. infantum en perros de caza, aunque en este caso se puede deber a
transfusiones sanguineas y practicas clinicas inadecuadas, como la reutilizacién del

material de laboratorio (Enserink, 2000).

S.D. Bardn Lopez (2014)



1- INTRODUCCION

También se considera importante en este cambio de la distribucidn actual de
la leishmaniosis, el transporte de animales infectados desde zonas endémicas a zonas
no endémicas, que junto con la posible extensidn de los vectores de L. infantum hacia
zonas donde antes no estaban presentes, podria permitir la posible emergencia de

casos autdctonos en latitudes donde tradicionalmente no se producirian.

1.8.2.2. Distribucidon en Espaina

La leishmaniosis cutdnea y visceral del hombre, perro y otros hospedadores
vertebrados, en Espaia se considera endémica, y es producida exclusivamente por L.
infantum (Martin-Sanchez et al., 1996; Gallego et al., 2002; Martin-Sanchez et al.,
2004; Galvez et al 2010b). Para poder establecer la distribucién de este protozoo en
nuestro pais es necesario tener en cuenta principalmente a la leishmaniosis canina y
a la humana. En Espafia la leishmaniosis canina presenta una mayor prevalencia que
la leishmaniosis humana, y se considera que es una de las principales causas de
mortalidad en canidos. En humanos se produce una incidencia media de 0'18-040
(casos/100.000 hab.), mientras que en perros la prevalencia media es del 8'5%,
aungue no se distribuyen de manera uniforme (Portus et al., 2007; Dujardin et al.,
2008; Valcarcel et al., 2008; Alvar et al., 2012). Por ejemplo en la leishmaniosis
canina, la prevalencia varia entre el 3'7% de la provincia de Orense y el 34'6% de la
provincia de Malaga (Morillas-Marquez et al., 1996; Amusategui et al., 2004; Miré et
al 2012). Se considera que en el sur, en el centro y en el este de la Peninsula Ibérica
es donde se establece una mayor prevalencia canina. Por el contrario, el norte de la
peninsula tradicionalmente se ha considerado una zona no endémica, a pesar de los
pocos datos existentes. Aunque generalmente las prevalencias halladas en esta zona
son bajas, actualmente se han encontrado focos en los que esta prevalencia es
mayor, lo que podria estar en relacidon con la mayor sensibilidad de las técnicas
usadas (Amusategui et al., 2004; Miré et al., 2012). Por lo tanto se podria considerar

que L. infantum no presenta una distribucién homogénea, pero esta presente en toda

94 | Tesis Doctoral



Estudio cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de Leishmania infantum y Leishmania tropica, en Espafia: | ’;"”’ %
Construccion y evaluacién de mapas de riesgo como herramienta para el control de la Leishmaniosis. ﬁ e

las regiones de Espafia con la posible excepcion de las Islas Canarias. Aunque en estas
ultimas se han detectado casos de leishmaniosis, se considera que todos ellos son
importados (Chicharro et al., 2003), excepto uno que parece ser autdctono (Lemes et
al., 2005). De confirmarse esto ultimo la distribucion de L. infantum en Espaia seria

general.

1.8.3. Patologia de L. infantum

La especie L. infantum es responsable de producir leishmaniosis visceral y/o
cutanea en el hombre, perro y otros hospedadores vertebrados (Martin-Sanchez et
al., 1996; Martin-Sadnchez et al., 2004; Gramiccia y Gradoni, 2005). La importancia de
tener un buen conocimiento de los sintomas clinicos que produce esta enfermedad
radica en que, aunque no son sintomas patognomadnicos y pueden ser confundidos
con los de otras patologias, orientan sobre la posible existencia de la misma (Maia y
Campino, 2008). Cabe destacar que en los casos de inmunosupresion, como puede
ser por transplante o infeccion por VIH, se pueden producir otras patologias menos
frecuentes como son la leishmaniosis cutanea post kala-azar, leishmaniosis cutanea
difusa, y afeccion de mucosas de las vias aéreas superiores y mucosas genitales
(WHO, 2010). Las caracteristicas de estas patologias menos frecuentes ya se han
descrito en la patologia general de la leishmaniosis por lo que en este apartado se
van a detallar exclusivamente algunas de las caracteristicas principales de la
leishmaniosis cutanea y visceral tipicas de L. infantum. Se considera que las
caracteristicas patolégicas humanas y caninas que produce este parasito no

presentan grandes diferencias (Alvar et al., 2004).

1.8.3.1. Leishmaniosis visceral producida por L. infantum

La leishmaniosis visceral es la forma mas severa causada por L. infantum y se
caracteriza por la presencia de episodios febriles intermitentes de intensidad

variable, sudores nocturnos, hepato-esplenomegalia, delgadez progresiva que puede
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terminar en caquexia y linfoadenopatias (Ashford, 2000). Segun la WHO también
aparecen granulocitopenia, trombocitopenia, hipoalbuminemia, y anemia (WHO,
2010). Inmunoldgicamente destaca la aparicion de altos niveles de IgG
(hipergammaglobulinemia), que se utilizan para el diagndstico de la enfermedad. En
casos de inmunosupresién, se pueden producir una leishmaniosis cutanea post kala-
azar (infecciones secundarias de la piel después de la supuesta cura de una

leishmaniosis visceral, o durante la leishmaniosis visceral activa) (WHO, 2010).

Figura 47. Leishmaniosis visceral producida por L. infantum. (A) Hepato-esplenomegalia en nifio de Honduras, (B) Hepato-
esplenomegalia en autopsia de nifio fallecido por leishmaniosis visceral. Imagenes obtenidas de wwwpathobio.sdu.edu.cn.

Una vez se ha superado la barrera cutanea, tanto en el hombre como en el
perro los parasitos suelen localizarse en bazo, higado, ganglios linfaticos, medula 6sea
y rifiones. En el perro no se suelen producir lesiones primarias en el punto de
inoculacion, aunque a veces si aparecen, siendo habitual una rapida diseminacion del
parasito por todo el organismo. Ademas es frecuente que acompafiando a esta
enfermedad se presente: atrofia muscular, insuficiencia renal, lesiones en huesos y
articulaciones, epistaxis o hemorragias nasales derivadas de la trombocitopenia,
onicogrifosis, manifestaciones oculares, lesiones nodulares en la lengua, adenopatias,
anemia, leucopenia, etc. (Solano Gallego et al., 2001; Alvar et al.,, 2004; Pinna-

Parpaglia et al., 2007; Baneth et al., 2008; Maia y Campino, 2008).
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1.8.3.2. Leishmaniosis cutanea producida por L. infantum

La leishmaniosis cutanea producida por L. infantum acostumbra a aparecer de
forma localizada en el lugar de inoculacidon del parasito, debido a que se produce una
rapida respuesta inmune celular mediada por linfocitos, células plasmaticas vy
macrofagos. Este tipo de leishmaniosis en la mayoria de los casos es benigna y
generalmente autocurativa. La presentacion normal de la enfermedad suele ser una
papula eritematosa, que se transforma en un nédulo indoloro y a veces ligeramente
pruriginoso, y que se ulcera precozmente en la mitad de los casos. Normalmente se
presentan formas papulonodulares eritematosas con formacién de costra (aprox.
60%), aunque también puede presentar formas papulosas sin formacién de costra
(aprox. 25%) (Urrutia et al., 2000). Estas lesiones cuando crecen pueden adoptar

distintas formas, producen adenopatias hasta en un 25% de los pacientes, y al curar

dejan cicatriz e inmunidad que suele ser permanente (Urrutia, 2001).

Se.td N ouoill
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Figura 48. Leishmaniosis cutanea producida por L. infantum. (A) Nédulo eritematocostroso, (B) Placa eritemato- costrosa
infltrada, (C) Nodulo eritematoso. Imagenes tomadas de Urrutia et al. (2000).

También puede producir lesiones cutaneas crénicas que se caracterizan por
presentar un ndédulo crénico indoloro, que con frecuencia se ve acompafiado por una
placa eritematosa rodeada de papulas coalescentes que responden pobremente al
tratamiento (Urrutia, 2001). Las lesiones se suelen localizar en las zonas mas
expuestas a la picadura de los flebotomos, principalmente en cabeza y cuello, con

porcentajes superiores al 70% (Alcalde-Alonso et al., 1989; Dauden et al., 1990;
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Urrutia et al., 2000). En los casos de inmunosupresién, la barrera creada por el
sistema inmune celular se puede ver superada, y el parasito se puede extender por el
organismo dando lugar a leishmaniosis cutdnea difusa, y leishmaniosis cutaneo-
mucosa (en los casos en los que se produce una infeccion secundaria en las mucosas
de las vias aéreas superiores y en las mucosas genitales) (Gallego y Riera, 2000; WHO,

2010). Tambien se han descrito lesiones mucosas estrictas (Aliaga et al., 2003).

En los perros las lesiones iniciales en el punto de inoculacion del parasito
suelen darse por norma general en el hocico y en las orejas (Vidor et al., 1991).
Acompafiando a estas lesiones cutdneas es frecuente la presencia de: descamacion
cutdnea, alopecia, y dermatitis pustular, nodular, ulcerativa o exfoliativa, entre otros
sintomas (Solano-Gallego et al., 2001; Alvar et al., 2004; Pinna-Parpaglia et al., 2007,
Baneth et al., 2008; Maia y Campino, 2008). No obstante, en los perros no se produce

una leishmaniosis cutanea estricta.

Figura 49. Lesiones comunes producidas por L. infantum en el perro. (A) Lesidn cutdnea con infiltracion en oreja,
(B) Lesién mucosa en nariz con perdida de tejido, (C) Lesion cutdnea en pata, (D) Lesiones nodulares en lengua, (E)
Onicogrigosis. Obtenidas de Morales-Yuste (2012).
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1.8.4. Ciclo de Vida de L. infantum

El ciclo de vida de L. infantum sigue el ciclo general del género Leishmania
explicado en el punto 1.3.3. Al pertenecer al subgénero Leishmania en el hospedador
invertebrado presenta un ciclo suprapildrico. La particularidad que cabe destacar en
esta especie es que, por su caracter zoondtico, en su ciclo de vida interviene un
reservorio animal (principalmente el perro, u otros canidos), mientras que el hombre
se considera que es un hospedador accidental. El ciclo de L. infantum se puede dividir
en ciclo selvatico (sus reservorios serian canidos salvajes como por ejemplo el zorro o
el lobo), y ciclo doméstico (su reservorio seria el perro doméstico). Al igual que en el
resto de especies de Leishmania, el hospedador invertebrado es el flebotomo,
principalmente varias especies pertenecientes a los subgéneros Larroussius, Adlerius

y Lutzomyia.

Zorrorojo

Ciclo Doméstico Ciclo Selvativo

Liebre

-
& s Infeccidn
accidental

Hombre

Figura 50: Esquema del ciclo biolégico de L. infantum.
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1.8.5. Reservorios de L. infantum

Se considera que el perro (Canis familiaris) es el principal reservorio animal de
L. infantum (Acedo-Sanchez et al., 1996; Alvar et al., 2004), y por lo tanto el principal
animal responsable del mantenimiento y distribucion de este parasito (Alvar et al.,
2004). Ademas del perro, son varias las especies de canidos que se han encontrado
infectados con L. infantum en varias partes del mundo, entre ellos el zorro rojo
(Vulpes vulpes), zorro cangrejero (Cerdocyon thous), zorro hoary (Lycalopex vetulus),
zorro grande (Chrysocyon brachyurus), perro venadero (Spheotos venaticus), chacal
(Canis aureus), y lobo (Canis lupus) (Sastre et al., 2008; Luppi et al., 2008). A pesar de
que la infeccidn en estos cdnidos es inferior a la hallada en perros, se considera que
algunas de estas especies salvajes podrian actuar como hospedadores secundarios, e
incluso ser capaces de mantener un ciclo selvatico de la enfermedad. Este seria el
caso del zorro rojo, el chacal y el lobo en el Viejo Mundo (Fisa et al., 1999; Mohebali
et al., 2005; Sastre et al., 2008; Sobrino et al., 2008; Portus et al., 2002), y el zorro

cangrejero en el Nuevo Mundo (Luppi et al., 2008).

También se han encontrado infectadas o con serologia positiva frente a L.
infantum otras especies animales, como son: la rata (Rattus rattus, Rattus norvegicus)
(Morillas-Marquez et al., 1985; Papadogiannakis et al., 2010); équidos (Equus ferus
caballus) (Solano-Gallego et al., 2003); gatos (Felis silvestris catus) (Mancianti, 2004;
Martin-Sanchez et al, 2007; Maia et al., 2010); ovejas (Ovis orientalis aries) y cabras
(Capra aegagrus hircus) (Fisa et al., 1999); animales salvajes como la mangosta
egipcia (Herpestes ichneumon), gineta (Genetta genetta) y lince ibérico (Lynx
pardinus) (Sobrino et al., 2008); liebres (Molina et al., 2012); conejo (Chitimia et al.,
2011); canguro (Ramirez et al., 2013); e incluso primates en Brasil (Ej: Callicebus
nigrifrons) (Malta et al., 2010). De entre estos hospedadores no cdnidos, han
despertado un interés especial los casos de leishmaniosis felina por su posible

implicacion en el ciclo doméstico de la enfermedad (Maroli et al., 2007; Martin-
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Sanchez et al., 2007; Maia et al., 2010), y recientemente la liebre como un potencial

reservorio selvatico (Molina et al., 2012).

1.8.6. Vectores de L. infantum

Son varias las especies de flebotomo que se han encontrado infectadas con L.

infantum en el medio natural, o que se sospechan que podrian actuar como vectores

de este protozoo. Estas especies pertenecen tanto al género Phlebotomus en el Viejo

Mundo como al género Lutzomyia en el Nuevo Mundo. Se considera que casi la

totalidad de estas especies estarian englobadas en los subgéneros Larroussius y

Adlerius (Género Phlebotomus), y a los subgéneros Lutzomyia y Pifanomyia (Género

Lutzomyia).

Especie de Leishmania

Género

Subgénero

Especie

Viejo Mundo

L. infantum

Phlebotomus

Larroussius

Adlerius

Phlebotomus
Paraphlebotomus

P. perniciosus
P. ariasi

P. perfiliewi

P. langeroni

P. neglectus

P. longicuspis
P. tobbi

P. kandelakii

P. smirnovi

P. transcaucasicus
P. syriacus

P. galilaeus

P. wui

P. chinensis

P. balcanicus

P. longiductus
P. halepensis

P. duboscqgi ¢é?
P. alexandri ¢é?

Nuevo mundo

L. infantum (=L. chagasi)

Lutzomyia

Lutzomyia

Nyssomyia

Pifanomyia (Grupo Verrucarum)

Lu. longipalpis

Lu. cruci

Lu. almerioi

Lu. pseudolongipalpis
Lu. antunesi

Lu. evansi

Tabla 2. Especies que se han relacionado con L. infantum tanto en el Viejo Mundo como en el Nuevo Mundo.
(é?)Especies dudosas de actuar como vector de L. infantum.

En la Peninsula Ibérica, las Unicas especies vectoras demostradas de L.

infantum son P. perniciosus y P. ariasi, las cuales pueden actuar en un mismo foco en

condiciones simpatricas (Rioux et al., 1986a; Martin-Sanchez et al., 1994; Alcover et
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al., 2012). Estas dos especies se encuentran en mayor o menor medida distribuidas
por casi todo el suroeste europeo, y su importancia como vectores depende de su
abundancia y densidad relativas (Guevara-Benitez et al., 1978; Morillas-Marquez et
al., 1983; Gil Collado et al., 1989). En la Tabla 2 se enumeran todas las especies que se

han relacionado con L. infantum (Killick-Kendrick, 1990; WHO, 2010; Ready, 2010).

1.9. Leishmania tropica

La leishmaniosis producida por Leishmania tropica tradicionalmente se ha
considerado una parasitosis antroponética debido a que la principal fuente de
infeccion de una persona es a través de la picadura del flebotomo después de
alimentarse de otra persona con este protozoo. Este pardsito causa casi
exclusivamente patologias cutdneas, aunque también se han detectado algunos casos
de leishmaniosis visceral (WHO, 2010). Aparte del hombre, se han encontrado varias
especies animales infectadas con L. tropica (Pratlong et al., 2009) entre ellos el perro
(Dereure et al., 1991), e incluso se ha demostrado la existencia de un reservorio
animal de este parasito, el daman (Talmi-Frank et al., 2010a). Aun asi, el hombre
sigue siendo su principal reservorio (WHO, 2010; Pratlong et al., 2009). De esta
manera actualmente se podria considerar que la leishmaniosis producida por L.
tropica es una zoo/antroponosis (Talmi-Frank et al., 2010a). A pesar de que se acepta
que hay varias especies de flebotomos capaces de transmitir a esta especie de

Leishmania, se considera que su principal vector es Phlebotomus sergenti.

1.9.1. Encuadre taxondmico de L.tropica

La especie L. tropica esta englobada dentro del subgénero Leishmania, y a su
vez dentro del complejo L. tropica, tal y como se puede observar en la Figura 1 que
muestra la taxonomia general del género Leishmania. El complejo L. tropica
anteriormente estaba formado por L. tropica, L. major y L. aethopica. Posteriormente

se describié la especie L. killicki (Rioux et al., 1986c¢) que se incluyé en el complejo L.
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tropica, hasta que Pratlong et al. (2009), consideréd que este complejo estaba
formado exclusivamente por L. tropica y por L. killicki, mientras que L. major y L.
aethopica formaban sus propios complejos. Esta uUltima separaciéon es la aceptada

actualmente por la OMS (WHO, 2010).

1.9.2. Distribucion de L. tropica

Al contrario de lo que pasa con L. infantum, no se tienen datos de
leishmaniosis producida por L. tropica en el Nuevo Mundo, por lo que esta
enfermedad se encuentra exclusivamente en el Viejo Mundo. Anteriormente sdlo se
tenian en cuenta los casos humanos de esta enfermedad para determinar su
distribucién, ya que se consideraba wuna parasitosis tipicamente humana
(leishmaniosis antroponética). El hecho de haber encontrado infectados a otros
hospedadores vertebrados distintos del hombre, ha puesto de manifiesto la
necesidad de tener un mejor conocimiento de la infeccién en estos animales para

completar la distribucién de este parasito.

1.9.2.1 Distribucion Mundial

Segun la OMS (WHO, 2010), de los 98 paises donde se han dado casos
autoctonos de leishmaniosis, en 21 de éstos se han descrito casos de L. tropica. A
parte de estos paises podemos sumar otros 4 en los que también se ha citado la
presencia de este parasito: Argelia (Mihoubi et al., 2008), Libano (Pratlong et al.,
2009), Tunez (Bousslimi et al., 2010) y Libia (Amro et al., 2012). Estos paises se
localizan en 3 continentes distintos: Europa, Asia y Africa. Gramiccia y Gradoni (2005)
indican que el hallazgo de perros infectados por diversos zymodemos de L. tropica en
el norte de Africa, constituye un riesgo de introduccidn de este flagelado en el sur de
Italia por la importacién de perros provenientes de estas zonas, o por el numero
creciente de casos humanos importados por inmigrantes y/o turistas provenientes de

zonas endémicas de este parasito. Si a este hecho sumamos la presencia de P.
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sergenti en el sur de Italia (D’urso et al., 2004), el establecimiento de un foco
autodctono de L. tropica seria posible. De igual manera esto podria suceder en Espafia,
con el anadido de que en nuestro pais P. sergenti estd ampliamente extendido. En
Grecia ocurren casos esporadicos de leishmaniosis cutdnea debida a L. tropica (Ready
et al, 2010b), siendo considerada zona endémica de esta parasitosis (WHO, 2010). A

continuacion se muestra como quedaria la distribucidn de esta especie.

Figura 51. Distribucion mundial de L. tropica. El gris oscuro indica los paises en los que se han
declarado casos autdctonos de L. tropica (Mihoubi et al., 2008; Pratlong et al., 2009; Bousslimi et
al., 2010; WHO, 2010; Amro et al., 2012).

1.9.3. Patologia de L. tropica

La leishmaniosis producida por L. tropica por norma general se trata de una
enfermedad cutdnea, aunque en algunos estudios se ha mencionado una patologia
visceral (Magill et al., 1993; Lemrani et al., 2002; Alborzi et al., 2008; Weiss et al.,
2009). El hecho de que se produzca esta patologia visceral podria estar relacionado
con la cepas de L. tropica implicadas o con la respuesta inmune especifica del

hospedador (Weiss et al., 2009). Esta leishmaniosis con afeccion visceral se ha

104 | Tesis Doctoral



Estudio cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de Leishmania infantum y Leishmania tropica, en Espafia: «
Construccion y evaluacién de mapas de riesgo como herramienta para el control de la Leishmaniosis. '

denominado leishmaniosis viscerotrdpica para diferenciarla de la leishmaniosis
visceral originada por el complejo L. donovani (Magill et al., 1993). A pesar de la
presencia de casos de leishmaniosis visceral por L. tropica, éstos no dejan de ser
escasos y ocasionales. Los sintomas clinicos de esta patologia visceral son comunes a
los causados por otras especies de Leishmania: anorexia, pérdida de peso,
esplenomegalia, anémia y transaminitis leve (Weiss et al., 2009). La patologia causada
por este protozoo también se ha comunicado en hospedadores animales,
principalmente en el perro (Dereure et al., 1991; Lemrani et al., 2002; Mohebali et al.,
2005). Aun asi su principal hospedador vertebrado sigue siendo el hombre, hecho
apoyado por la obtencidn de hasta un 72% de cepas de origen humano respecto al

total de cepas aisladas de L. tropica (Pratlong et al., 2009).

1.9.3.1. Leishmaniosis cutanea producida por L. tropica

La leishmaniosis cutanea causada por L. tropica acostumbra a ser indolora,
produce ulceras secas, y normalmente presenta mas de una lesién a la vez (WHO,
2010). Su periodo de incubacién suele ser de semanas a 8 meses aunque se han
producido casos afios después de la infeccion (Weiss et al., 2009). Estas lesiones
cutaneas por lo general sanan espontaneamente en torno a un afio, o en algunos

casos algo mas, y a menudo quedan cicatrices deformantes.

Figura 52. Lesiones producidas por L. tropica. (A) Lesiones en la pre-tibia (Weiss et al., 2009), (B) Lesiones en
la cara (Pratlong et al., 2009).
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Esta patologia también puede presentar una forma crénica recidivante (o
leishmaniosis lupoide) que puede durar varios afios. Uno o dos afios después de que
la lesidon aguda se cure, en el margen de la cicatriz generada tras esta curacion,
aparecen nuevos nédulos y pdpulas que presentan un aspecto granulomatoso y a
menudo escamoso. Las lesiones producidas por esta forma crdnica suelen progresar
lentamente vy si no se trata es destructiva y desfigurante. Debido a que este tipo de
leishmaniosis cutdnea crdnica presenta un gran parecido clinico e histoldégico con el
‘lupus vulgaris’, su correcto diagndstico depende de la deteccién de amastigotes de
Leishmania, principalmente en los cortes histoldgicos obtenidos de la lesién. La
dificultad de este diagndstico radica en la escasez de amastigotes en las lesiones de
este tipo de leishmaniosis. Aunque esta forma cutanea recidivante puede ser causada
por mas de una especie de Leishmania, L. tropica es el agente causante mas
frecuente (Gangneux et al., 2007; Nilforoushzadeh et al., 2008; WHO, 2010; Khaled et
al., 2011).

Figura 53. Lesiones cutdneas nodulares hiperqueratésicas vy
leishmaniosis recidivante producidas por L. tropica. Imagen
obtenida de Bailey y Lockwood (2007).

1.9.4. Ciclo de vida de L. tropica

El ciclo de vida de L. tropica sigue el ciclo general del género Leishmania
explicado en el punto 1.3.3. Al pertenecer al subgénero Leishmania en el hospedador

invertebrado presenta un ciclo suprapilérico. La particularidad que cabe destacar en
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esta especie es que presenta dos ciclos epidemioldgicos distintos: un ciclo
antroponodtico (frecuentemente denominado antropondtico urbano), y un ciclo
zoonoético (o ciclo rural) (Svobodova et al., 2006). En el ciclo antropondtico, tal y
como su nombre indica, como hospedador vertebrado sélo esta implicado el hombre,
por lo que la transmisién seria persona-persona a través de la picadura de un
flebotomo. En el ciclo de vida zoondtico estdn implicados reservorios animales
distintos al hombre. Actualmente el Unico animal que se ha establecido como
reservorio demostrado de este ciclo zoondtico es el daman (Talmi-Frank et al., 2010a;
Sovobodova et al., 2006) y se sospecha del perro doméstico (Dereure et al., 1991).
También se tiene conocimiento de infeccién en rata, chacal y zorro rojo, que aunque
se consideran infecciones accidentales, es posible que mantengan un ciclo silvestre.
Al igual que en el resto de especies de Leishmania, el hospedador invertebrado son
varias especies de flebotomo, principalmente las pertenecientes al subgénero
Paraphlebotomus, aunque especies de los subgéneros Larroussius, Adlerius vy

Phlebotomus también han sido implicadas.

Ciclo Antropondtico Ciclo Zoonético

Infeccidn
accidental

Rat

Chacal Dorado Zorro Rojo

Figura 54: Esquema del ciclo bioldgico de L. tropica.
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1.9.5. Reservorios de L. tropica

Como ya se ha mencionado anteriormente, la leishmaniosis producida por L.
tropica se ha considerado tradicionalmente como una parasitosis antroponética, por
lo que se consideraba que el Unico reservorio era el hombre y la transmisidon se
producia persona-persona por intermediacién del flebotomo. Posteriormente se han
ido encontrando otros hospedadores vertebrados que se han hallado infectados por
L. tropica. Este es el caso del perro doméstico (Canis familiaris), la rata (Rattus
rattus), el chacal (Canis aureus), el zorro rojo (Vulpes vulpes), y el daman (Procavia
capensis) (Dereure et al., 1991; Lemrani et al.,, 2002; Svobodova et al., 2003;
Svobodova et al 2006; Pratlong et al., 2009; Talmi-Frank et al., 2010a; Talmi-Frank et
al., 2010b). Aunque estos animales se suelen catalogar como hospedadores
minoritarios y/o accidentales, pueden contribuir en parte al mantenimiento de la
enfermedad y volver a introducir al parasito desde un dmbito zoondtico al humano
(WHO, 2010), por lo que en cierta manera podrian ejercer una funcién secundaria de

reservorio.

El daman es el Unico animal en el que se ha confirmado el estatus de
reservorio de la enfermedad. Esta funcidon de reservorio tiene una gran importancia
en la epidemiologia de este protozoo, ya que se trata de un animal que permanece
vivo en estado salvaje alrededor de 8-9 ainos, se pueden expandir rapidamente, y
suelen vivir cerca de los asentamientos humanos e incluso entrar en las viviendas.
Ademas, las madrigueras en las que habitan suelen ser un buen lugar de cria para los
flebotomos, y al tener el daman habitos diurnos, estos dipteros tienen facilidad para

alimentarse de estos animales (Svobodova et al., 2006; Talmi-Frank et al., 2010a).

En el caso del perro, no se ha demostrado su funcién como reservorio, aunque
al haberse encontrado afectado de leishmaniosis producida por L. tropica, se le ha
mencionado como posible fuente de expansidon a otras zonas no endémicas

(Gramiccia y Gradoni, 2005). Este es también el caso de los chacales y los zorros, en
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los que se ha visto que también puede visceralizarse el parasito. Al contrario de lo
que pasa con el daman, estos canidos salvajes se desplazan grandes distancias, por lo
que podrian distribuir a L. tropica desde zonas endémicas a zonas no endémicas en
las que esté presente uno de sus vectores competentes. De esta manera, estos
canidos podrian estar implicados en el mantenimiento de un ciclo selvético
transportando al parasito desde poblaciones de damanes infectados a otras
poblaciones de damanes sanos alejadas entre si, o posiblemente ser capaces de
infectar a personas, ya que suelen vivir cerca de los asentamientos humanos vy

alimentarse de sus basuras (Talmi-Frank et al., 2010b).

1.9.6. Vectores de L. tropica

En la naturaleza se han encontrado varias especies de flebotomo infectadas
con L. tropica, habiendo evidencias de que pueden estar implicadas en su
transmisidn. Estas especies se pueden agrupar en 5 subgéneros distintos:
Paraphlebotomus, Adlerius, Larroussius, Synphlebotomus y Phlebotomus. A pesar de
que son varias las especies implicadas, la mayoria de ellas suelen estar restringidas a
zonas concretas. No ocurre lo mismo con la especie que constituye su principal
vector, P. sergenti (Paraphlebotomus), ya que presenta una amplia distribucién
geografica, ocupando gran parte de la cuenca mediterranea y ciertas zonas de Africa,
Oriente Medio y Asia. Se considera que esta especie presenta una distribucion mayor
que la del parasito que transmite, y se ha observado que esta presente en casi todos

los paises en los que se ha encontrado L. tropica (Depaquit et al., 2002; WHO, 2010).

El resto de especies serian P. saevus (Paraphlebotomus) en Etiopia, P. arabicus
(Adlerius) en Israel, P. guggisbergi (Larroussius) en Kenia, P. rossi y P. grovei
(Synphlebotomus) en Namibia, y P. chabaudi (Paraphlebotomus) en Marruecos
(Grové, 1989; Gebre-Michael et al., 2004; Svobodova et al 2006; Pratlong et al., 2009;
WHO, 2010). En el estudio de revisién de Killick-Kendrick (1990) sobre los flebotomos

vectores de la leishmaniosis, también se recoge la especie P. papatasi (subgénero
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Phlebotomus) como vector dudoso de L. tropica, aunque hasta el momento no se ha
demostrado esta condicidon. Sin embargo, recientemente si se ha demostrado de
forma experimental que P. duboscqi (subgénero Phlebotomus) es capaz de adquirir
naturalmente L. tropica, completar el ciclo en su interior, y transmitir este protozoo

durante la toma de sangre en un nuevo hospedador vertebrado (Hanafi et al., 2013).

A continuacién se enumeran todas las especies que se han relacionado con L.

tropica (Killick-Kendrick, 1990; WHO, 2010; Ready, 2010).

Especie de Leishmania Género Subgénero Especie
L. tropica Phlebotomus Paraphlebotomus P. sergenti
P. saevus
8 P. chabaudi
g Adlerius P. arabicus
S Larroussius P. guggisbergi
R=} Synphlebotomus P. rossi
'g P. grovei
Phlebotomus P. papatasi (¢?)
P. duboscqi

Tabla 3. Especies que se han relacionado con L. tropica. (¢ ?) Especie dudosa de actuar como vector de L. tropica.

1.10. Aplicacion de los Sistemas de Informacidn Geografica en Epidemiologia

La utilizacion de los Sistemas de Informacidn Geogréfica (SIG) nos permiten
capturar, almacenar, manejar, visualizar y analizar datos geograficamente
referenciados con el propdsito de apoyar la toma de decisiones en la solucién de
problemas que ocurren en un espacio geografico dado (Castillo-Salgado et al. 2003).
Los estudios epidemioldgicos se centran principalmente en la recogida de datos de la
situacidn sanitaria de zonas concretas. Si junto con estos datos también se recogen
localizaciones geograficas, se pueden investigar los factores clasicos de riesgo unidos

a un patron espacial.

Los SIG se han convertido en la actualidad en una excelente herramienta para
el desarrollo de estudios epidemioldgicos de enfermedades transmitidas por vectores
(Eisen and Lozano-Fuentes, 2009; Srivastava et al., 2009; Chamaillé et al., 2010). En

estos estudios se pone de manifiesto la importancia que tienen los factores climaticos
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y medioambientales en la distribucidn de los distintos vectores, y de las
enfermedades que éstos transmiten (Semenza y Menne 2009). En definitiva, la
utilizacion de los SIG nos permite la integraciéon de datos epidemioldgicos vy
medioambientales dentro de un dmbito geografico, y generar mapas predictivos de
amplias zonas, que son un medio mas expresivo y visual de analizar los resultados

(King et al. 2004).

1.10.1. Aspectos generales de los Sistemas de Informacidn Geografica (SIG)

Los SIG tienen amplias aplicaciones en diferentes areas como son urbanismo,
ecologia y gestion de utilidades, mostrando la importancia que tiene un punto de
vista espacial en muchos de los procesos que nos rodean. En la actualidad, los SIG se
han convertido en una plataforma universalmente aplicada para visualizacién vy
andlisis de datos espaciales, mientras que el GPS (Global Positioning System) y la
teledeteccién (RS, Remote Sensing) son importantes herramientas para obtener
informacién geografica en epidemologia (Zhou et al., 2009). Asi, Los datos obtenidos
mediante RS se estan utilizando cada vez mas para medir las variables ambientales y
topogréficas sobre el terreno (ej: vegetacion, uso del terreno, cobertura del terreno,
etc...), y los SIG se estdn usando para modelar estos datos tanto espacial como
temporalmente. Estas propiedades permiten que las funciones SIG se utilicen para
investigar relaciones medioambientales y generar mapas predictivos en amplias

zonas y asi poder centrar las medidas de control de enfermedades (King et al., 2004).

La recolecciéon de datos espaciales implica una serie de procesos como son la
captura, verificacion y estructuracion de los datos recogidos. Los datos digitales
pueden obtenerse de un proveedor, de la digitalizacion de mapas de papel o el
escaneado de imagenes, de datos recogidos en el campo manualmente, o mediante
interpolado de valores digitales de puntos concretos. Durante los trabajos de campo,
el uso de medios electrénicos para la recogida de datos (como por ejemplo el GPS)

permite obtener informacion con una localizacién muy precisa, mientras que la
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teledeteccion desde satélites y aviones permite la recoleccidon de datos a partir de
representaciones geograficas, reflejos de la tierra o emisividad para rangos definidos.
La estructuracion de los datos se refiere a los procesos involucrados en dar un
formato adecuado a estos datos. Las proyecciones en las que se suelen representar
los datos pueden darse en distintos formatos, aunque los mas frecuentes son UTM
(sistema militar americano) y coordenadas geograficas. Los datos obtenidos suelen
llevar asociados metadatos descriptivos, que incluyen informacion de la fuente de
datos, datos recogidos, cualquier manipulacion de datos realizada, sistema de
coordenadas, y resolucion de los datos. La creacién de estos metadatos es un proceso
laborioso que normalmente no se tiene en cuenta, aunque es muy importante
(Pfeiffer et al., 2008). La manera habitual de organizar y representar los conjuntos de
datos es mediante la disposicién en “capas” (serie de mapas de la misma porcién del
territorio, donde la localizacién de un punto tiene las mismas coordenadas en todos

los mapas incluidos en el sistema).

En los estudios epidemiolégicos, normalmente se obtienen datos de muestras
recogidas en localizaciones puntuales o dreas concretas, con la finalidad de poder
interpolar/extrapolar estos datos y de poder representarlos en superficies continuas
de valores, tales como el riesgo de presencia de vectores de enfermedades o
variables de exposicion ambiental. Esta producciéon de superficies continuas permite
una visualizacion mejorada de los datos, y normalmente se suele crear mediante
‘interpolacion por Krigeado’ o mediante ‘nucleos suavizados’ (métodos
geoestadisticos de estimacién de puntos). Ambas técnicas de interpolacidon estdn

incluidas en la mayoria de paquetes informaticos SIG (Pfeiffer et al., 2008).

La principal funcionalidad analitica de los SIG, y de la interpolacion/
extrapolacidon de datos a superficies continuas, es la produccién de modelos y mapas
descriptivos, ya que en la deteccidon efectiva y el control de enfermedades en
humanos y animales, es necesario tener en cuenta los patrones espaciales de la

aparicion de la enfermedad y cualquier factor de riesgo asociado a estos patrones.
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Por lo tanto, los modelos generados no solo aportan informacién sobre los niveles de
riesgo, sino que también aportan informacidn sobre los factores que presentan una
mayor influencia en este riesgo, y sobre cudles de ellos se puede ejercer un control
para la mitigacién de este riesgo (Pfeiffer et al., 2008). El reconocimiento de la
importancia del punto de vista espacial en el control de las enfermedades queda de

manifiesto por el creciente uso de los SIG en los estudios epidemiolégicos actuales.

Los primeros estudios sobre la leishmaniosis que usaron la tecnologia SIG,
como nuevo medio para intentar entender la biologia de los flebotomos vectores,
surgieron en la década de los 90 del siglo pasado (Peterson y Shaw, 2003). A partir de
estos primeros trabajos son varios los estudios que se han realizado siguiendo esta
metodologia (Rispail et al., 2002; Peterson y Shaw, 2003; King et al., 2004; Sudhakar
et al., 2006; Claborn et al., 2008; Bhunia et al., 2009; Chamaillé et al., 2010; Gonzalez

et al., 2010; Franco et al., 2011; Galvez et al., 2011; etc...).

1.10.2. Beneficios de la aplicacion de los SIG

El uso de la teledeteccién como método para la obtenciéon de informacion
ofrece una serie de ventajas como son la posibilidad de utilizar numerosos sensores
con un amplio rango de resoluciones, y cobertura global con bajo o ningln coste
(King et al., 2004). Aunque las mediciones a través de satélites u otras técnicas de
teledetecciéon no pueden identificar a los propios vectores de enfermedades, si
pueden usarse para la caracterizacion del medio ambiente en el que éstos viven, y
tienen la ventaja de poder realizarse repetida y automaticamente de una manera mas
sencilla que en los trabajos de campo (Kalluri et al., 2007). Esto hace que el uso de
SIG en estudios epidemioldgicos se considere una herramienta util para el cotejo,
exploracion, visualizacidén y andlisis de datos en sanidad, de una manera espacial. La
integracion de datos medioambientales de teledetecciéon en una plataforma SIG

puede ayudar a una mejor comprension de las dinamicas espacio-temporales de un
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amplio rango de enfermedades transmitidas por vectores, y permitir el acceso de los

no especialistas a la informaciéon epidemioldgica de éstas (Stensgaard et al., 2009).

Ademads, estos estudios no sdlo tienen el potencial de observar la situacion
actual de una enfermedad, sino que también son capaces de realizar predicciones de
lo que podria pasar en un futuro dependiendo de la variacion que sufran las variables
que conforman el modelo generado (Gonzalez et al., 2010; Fischer et al., 2010; Galvez
et al., 2011). El hecho de poder predecir cuales van a ser las zonas que presenten un
mayor riesgo de enfermedad, hace que los programas de control se puedan enfocar a
estas zonas mas propensas y ser mas precisos, por lo que la eficiencia en tiempo y

costo se puede mejorar sustancialmente (Fischer et al., 2011).

Entre los principales beneficios que aporta la utilizacidon de la tecnologia SIG
estd el hecho de que la presencia de una referencia geografica permite incorporar
relaciones espaciales a los analisis de datos, a la vez que posibilita la unidn de otros
datos georeferenciados a los ya obtenidos, haciendo que estos andlisis puedan ser
mas completos. Para tal fin, los programas informaticos SIG son capaces de manejar
informacién georeferenciada presentes en bases de datos, a la vez que se encuentran
complementados con una serie de herramientas que facilitan la entrada, manejo y
analisis de estos datos, y permiten la producciéon de mapas y resultados relacionados.
Estos mapas se considera que son un método mas expresivo y visual en la
presentacion de resultados, a la vez que permiten la integracién espacial de datos
epidemioldgicos y medioambientales. La informacion aportada con los mapas de
riesgo basados en SIG, puede facilitar la toma de decisiones en los programas de
control de las enfermedades y permitiria anticiparse a los incrementos de transmisién
y potenciales epidemias en areas anteriormente no endémicas (Bergquist, 2001; King
et al., 2004; Pfeiffer et al., 2008; Fischer et al., 2011). Ademas la automatizacién del
procesamiento de los datos proporcionados por los satélites, podrian conducirnos a
la generacion de mapas de riesgo a tiempo casi real que servirian de apoyo a los

servicios de sanidad local (Kalluri et al., 2007).
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Por lo tanto, se podria decir que la utilizacién de los SIG, como medio para
representar el ambiente de un suceso concreto, puede beneficiar enormemente a las
investigaciones llevadas a cabo para describir y entender los procesos que afectan a
la ocurrencia de una enfermedad, aunque debido a que estos procesos son muy
complejos en la naturaleza, estas representaciones digitales son abstracciones que
implican una simplificacion y generalizacidon de la realidad. Aun asi, los modelos
generados tienen el potencial de ayudar a la toma de decisiones mas eficientes para
el control de enfermedades, abriendo muchas posibilidades en el campo de la
investigacion (Pfeiffer et al., 2008). También cabe mencionar que esta tecnologia va
evolucionando continuamente a través del avance del hardware y software, el
desarrollo y mejora de los algoritmos analiticos, y la disponibilidad de multitud de
bases de datos, muchas de las cuales estan georreferenciadas. Ademas, de forma
continua va aumentando la disponibilidad de estas bases de datos georreferenciadas,
y el precio de éstas va decreciendo, por lo que hay una mayor facilidad para la
obtencidon de informacién espacial completa y actual que permita el desarrollo de

estudios mas fiables.

En resumen, debido a su inherente capacidad de manejar informacion espacial
y no espacial, los SIG proporcionan un marco excelente para observar, estudiar y
analizar la situacidn de los vectores de las principales enfermedades de transmision
vectorial, permitiendo la unién de datos epidemioldgicos y medioambientales para la
realizacion de analisis estadisticos espaciales y mapas, tal y como muestran algunos
estudios realizados sobre diversas enfermedades de transmisién vectorial (Mortarino
et al., 2008; Eisen and Lozano-Fuentes, 2009; Srivastava et al., 2009; Chang et al.,
2009; Galvez et al., 2011, etc...).

1.10.3. Inconvenientes de la aplicacion de los SIG

A pesar de los importantes beneficios que aporta el uso de la tecnologia SIG,

esta metodologia también presenta una serie de limitaciones. Una de ellas es
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infravalorar todas aquellas variables que no pueden recogerse mediante este sistema
y que pueden tener importancia en la epidemiologia de las enfermedades o la de sus
vectores, por lo que se ha de encontrar el mejor método para representar estas
variables mas eficientemente. Ademads, segun Stensgaard et al. (2009), aunque el
software de SIG es una importante herramienta para entender los factores espaciales
y temporales investigando los enlaces entre las enfermedades y el medio ambiente
en el que se encuentran, para el mundo subdesarrollado se tratan de unas
herramientas caras y complejas. Por otro lado, estas zonas econdmicamente
deprimidas carecen en su mayoria de imagenes de satélite en alta resolucion en areas
no urbanas, por lo que es dificil el estudio de las enfermedades de estas zonas
mediante SIG. Otro problema que presenta esta metodologia es la homogeneizacién
y comparaciéon de los trabajos realizados ya que al haber distintos paquetes
informaticos SIG, no todos los estudios utilizan el mismo, por lo que la comparacién

de resultados se vuelve mas compleja.

Otra limitacion que cabe destacar en estos estudios, son los errores que se
pueden producir en la prediccién de los modelos generados debido en gran parte a la
calidad de las capas utilizadas y a las decisiones equivocas a la hora de agrupar datos.
Estos errores estan ocasionados principalmente por la resolucién de los datos
incluidos en las capas utilizadas asi como una incorrecta agrupaciéon de datos durante
el analisis estadistico. Un error en cualquiera de estos factores pueden afectar a la
fiabilidad del modelo generado (King et al., 2004; Cecchi et al., 2008). Para minimizar
este tipo de error se han de conseguir las capas con mayor resolucidon posible y
realizar las agrupaciones de datos atendiendo a criterios de significacion estadistica y
siempre teniendo en cuenta un conocimiento previo de las posibilidades de
agrupacion. Ademads, dentro de los factores determinantes de una enfermedad
también se incluyen variables no ecolégicas explicativas que no pueden ser tenidas
en cuenta en estos modelos estadisticos, como son el cambio en el comportamiento

humano y la calidad del alojamiento, y éstas pueden afectar al valor predictivo del
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modelo. Un hecho similar fue sugerido por Elnaiem et al. (2003) en un estudio
realizado sobre P. orientalis, en el que mencionan que este tipo de mapas estan
limitados a describir potenciales areas de transmision si solo se usan datos espaciales
y medioambientales, ya que la aparicién de casos de leishmaniosis visceral también
depende de otros factores dificiles de incluir en los modelos, como presencia de

poblaciones humanas susceptibles, el parasito, y hospedadores o reservorios.

Por lo tanto, cuando se aplican métodos de andlisis espacial como parte de la
gestion de una enfermedad, en lugar de como una herramienta de investigacion, las
conclusiones deben tomarse con precaucion, principalmente debido a los posibles
errores potenciales y sesgos realizados durante la creacién del modelo. Para poder
prevenir la posible mala interpretacion y poder corregir los errores durante la
construccion del modelo, las estimaciones de riesgo obtenidas por esta metodologia
deben estar acompafiadas por declaraciones explicitas acerca de sus posibles errores
y de la influencia de los sesgos que se han podido cometer (Gonzalez et al., 2010). A
la hora de obtener conclusiones sobre el control de una determinada patologia,
también se han de tener en cuenta factores politicos y valores sociales que pueden

chocar frontalmente con las propuestas de control realizadas (Pfeiffer et al., 2008).

1.11. Cambio climatico y variables medioambientales

En los ultimos afios se ha mencionado en repetidas ocasiones la importancia
del cambio climdtico (Martin Vide et al.,, 2007) y de su posible repercusién en la
distribucion de los principales vectores, y de las enfermedades transmitidas por éstos
(de La Rocque et al., 2008; Reiter et al., 2008; Ready, 2008). Alteraciones en la
temperatura, radiacion solar, humedad y precipitaciones, pueden afectar a la biologia
y ecologia de los vectores, y hospedadores intermediarios, influyendo por lo tanto en
el riesgo de transmisién de las enfermedades de las que son portadores (Githeko et
al., 2000; Semenza y Menne, 2009). Precisamente para predecir el efecto del cambio

climatico, o simplemente observar el efecto del medioambiente en la distribucion de
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las enfermedades, de sus hospedadores y de sus vectores, estd generalizado el
estudio de las variables medioambientales que podrian afectar a esta distribucion,

principalmente mediante los SIG.

1.11.1. Cambio climatico

El calentamiento global es un hecho constatado debido a que en Europa se ha
detectado un aumento de 0’82C en la temperatura media anual en los ultimos 100
afos (Semenza y Menne, 2009). Este calentamiento se ha relacionado con
potenciales impactos directos en salud humana y animal debido a que podria
producir efectos notables en los ecosistemas, asi como en la distribucion de plantas y
animales. Si esta tendencia continua se podria producir una reduccion de la
mortalidad de los vectores de enfermedades durante el invierno y un aumento de su
periodo de actividad, y se podrian establecer nuevas dreas de transmisién por la
expansion de sus zonas de ocupacion. Estos cambios en la climatologia pueden influir
tanto a factores propios de las especies vectoras (aumento de las tasas de
alimentacion, de reproduccion y de proliferacién, aumento del periodo de actividad,
etc...) como a factores ambientales que pueden afectar de manera indirecta a la
distribucion de estos vectores y permitir la ocupacién de zonas en las que antes no
estaban presentes (presencia y distribucién de hospedadores y sus patrones de
exposiciéon a los vectores, cambios en la vegetacién, etc...) (Lindgren et al., 2004;
Semenza y Menne, 2009). Pero estos cambios no siempre son beneficiosos, y
determinadas especies pueden desaparecer de algunas ubicaciones de forma

permanente o en determinadas épocas del ano.

Sin embargo, el clima se considera que es sélo uno de los muchos factores que
pueden afectar a la distribucion de los vectores. Aspectos como la destruccién del
habitat, el uso del terreno, la aplicacion de insecticidas, la migracion y densidad de
hospedadores, o el desarrollo socioecondmico de la zona, pueden llegar a ser incluso

mas importantes que el cambio climatico, aunque su cuantificacién es dificil. Ademas,
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la utilizacion de medidas personales tales como el uso de mosquiteras, repelentes
personales o en viviendas, aire acondicionado, etc., reducen el riesgo de transmisién
de las enfermedades vectoriales, y son dificilmente cuantificables. Por esta razon, se
considera que los datos obtenidos en la actualidad no demuestran de forma
concluyente que el cambio climatico actual haya producido por si mismo un
incremento en la incidencia de las enfermedades transmitidas por vectores a nivel

europeo (Semenza y Menne, 2009; Lépez-Vélez y Molina, 2005).

En el caso de la leishmaniosis, se considera que la accion humana unida al
cambio climatico puede conducir a la dispersién, difusion, amplificacion, persistencia
o reduccién de la leishmaniosis en los nuevos entornos, siendo importante en el
proceso de dispersion el comercio mundial de mercancias, personas y animales

(Fischer et al., 2011; de la Rocque y Rioux, 2008; Lépez-Vélez y Molina, 2005).

En esta parasitosis, los articulos publicados tampoco demuestran que el
cambio climatico por si mismo haya causado una alteracién en la distribucién de los
flebotomos y de la leishmaniosis, aunque su potencial efecto sobre esta enfermedad
no se puede descartar (Semenza y Menne, 2009; Salomodn et al 2012). En las distintas
publicaciones que relacionan a la leishmaniosis con el cambio climatico, se pone de
manifiesto la necesidad de que la leishmaniosis sea monitorizada y asi poder prevenir
el riesgo existente de que se produzca la expansidn geografica y la variacidon de
incidencia de esta enfermedad, principalmente por la diseminacién, abundancia y

diversidad de vectores competentes (Salomédn et al., 2012).

A este respecto, varios autores consideran que el calentamiento global podria
ser una de las principales causas de la expansiéon de especies vectoras, lo que podria
ocasionar que los parasitos de las que son portadoras también sufran esta expansién
(Aspock, 2008; Aspock et al., 2008; Salomodn et al., 2012). Segun Cross y Hyams (1996)
en el sudoeste de Asia, un incremento de 1°C aumentaria un 14% las zonas

endémicas de leishmaniosis. Si el incremento fuera de 32C habria que afadir un 15%
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mas, y ademas el periodo de transmision de la enfermedad seria durante todo el afio
en el 7% de las localizaciones. Peterson y Shaw (2003) observaron en Sudamérica que
un incremento en la temperatura tendria un mayor efecto sobre la dispersion de los
hospedadores de la leishmaniosis que si se incluyen exclusivamente datos
topograficos. Segun la tendencia climdtica actual, Gonzdlez et al. (2010) predijeron
que en Estados Unidos, hacia el 2080, podrian estar expuestas a la transmision de la
leishmaniosis por su vector el doble de personas, aun en el caso de que sélo se

produjera el 10% de ocupacion de habitats favorables.

En Europa también se han realizado distintas hipdtesis sobre la posible
expansion de las especies de flebotomo vectoras desde zonas endémicas del sur
hacia el norte (Aspock et al., 2008; Fischer et al., 2010; Fischer et al., 2011). Esta
hipdtesis sobre la posible expansion que pueden estar sufriendo los flebotomos
puede estar apoyada por la descripcion de los primeros casos de leishmaniosis
autoctona del centro de Europa (Bogdan et al., 2001; Koehler et al., 2002; Miiller et
al., 2009), y por las primeras capturas de flebotomos también en la regidn
centroeuropea (P. mascitti en Austria, Bélgica y Alemania, y P. perniciosus en
Alemania) (Naucke y Pesson, 2000; Depaquit et al., 2005; Naucke et al., 2008; Naucke
et al., 2011).

En el caso concreto de Espaina, Morales-Yuste (2012) encontré que la
temperatura habia aumentado en los ultimos 25 afios y que se habia producido un
aumento del periodo de actividad de P. perniciosus en el sureste peninsular, hecho
que podria estar a favor de la influencia del calentamiento global sobre los
flebotomos vectores, aunque también observé que la densidad y abundancia de
estos dipteros no habia aumentado. En esta misma regidén, Martin-Sanchez et al.
(2009), observaron que la seroprevalencia canina de L. infantum habia aumentado,
posiblemente provocado por este aumento de actividad de P. perniciosus. A su vez,
Lépez-Vélez y Molina (2005) mencionaron que un aumento de la temperatura,

producida por el cambio climatico, podria desplazar las especies vectoras de L.
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infantum hacia el norte de la Peninsula Ibérica, tradicionalmente considerada como
no endémica, y aumentar el riesgo de que L. tropica pueda emerger en el sur de
Europa por su expansion desde el Norte de Africa. Recientemente se ha observado la
existencia de focos con alta prevalencia de leishmaniosis canina en el Noroeste
peninsular (Miré et al., 2012), lo que podria ser considerado un indicio de que se esté
produciendo esta expansion. A pesar de estos datos son necesarios mas estudios
para determinar si realmente se estad produciendo o no esta expansion, y si el cambio

climatico es o no el principal responsable.

Desde finales del 2004 hasta finales del 2010, la Unién Europea subvencioné la
red europea EDEN (Emerging Diseases in a changing European eNvironment). Esta
red tenia la finalidad de identificar, evaluar y catalogar los ecosistemas y condiciones
ambientales europeas ligadas al cambio global que pudieran influir en la distribucién
espacial y temporal, y en las dindmicas de los agentes patégenos (Lopez-Vélez y
Molina, 2005). Entre estas enfermedades estaba incluida la leishmaniosis. Cabe
mencionar que parte de la presente tesis se ha realizado de acuerdo con los

procedimientos establecidos por esta red europea.

1.11.2. Variables medioambientales usadas en epidemiologia

Hay bastantes variables medioambientales que pueden ser usadas en
epidemiologia. En la leishmaniosis, los estudios epidemioldgicos se centran
principalmente en la distribucién de su vector, de sus reservorios o de los casos
humanos. En el caso de los vectores son muchos los aspectos ambientales que
pueden influir en su distribucién. La recogida de estas variables puede ser realizada
de dos maneras principales: mediante observacién y anotacion en el campo, o
mediante la utilizacion de los SIG. La recogida de datos en el campo se puede realizar
mediante anotacion en los lugares donde se van a realizar los muestreos o recogidas
de datos, y posteriormente realizar de forma manual una base de datos, o realizar la

anotacién de estas observaciones mediante la utilizacién de una PDA (Personal Digital
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Assistant), que puede generar la base de datos automaticamente. Para obtener la
informacién de las variables mediante SIG es imprescindible una localizacidn
geografica precisa de los lugares sometidos a estudio. A continuaciéon vamos a
enumerar algunas de las variables ambientales mds frecuentes recogidas para los

estudios epidemioldgicos de los flebotomos vectores.

1.11.2.1. Variables medioambientales recogidas mediante SIG

Estas variables suelen estar recogidas en mapas o capas SIG. Tal y como ya se
ha comentado anteriormente, para la obtencién de informacién de lugares concretos
mediante esta via es imprescindible su localizacién exacta para asi poder extraer los
datos de los mapas SIG. A continuacion mostramos algunas de las capas mas
frecuentemente utilizadas en epidemiologia y que han sido mencionadas en distintos

estudios.

Temperatura de la superficie terrestre (LST): La obtencidn de estos datos de

temperatura se realiza mediante deteccidn por satélite y posterior obtencién de la
capa SIG mediante una serie de complejos procesos (Weng et al., 2004). Como ya ha
quedado de manifiesto en el apartado de Cambio Climatico, la temperatura es un
factor muy importante en la biologia y distribucidén de las enfermedades transmitidas
por vectores. Un aumento en la temperatura puede acortar el ciclo del parasito en el
vector, reducir el periodo de diapausa invernal de este vector, y cambiar su
distribucidn geogréfica (Lopez-Vélez y Molina, 2005). Se considera que el limite
inferior de tolerancia de los flebotomos en Europa estda en 102C de temperatura
media anual, y que estos dipteros requieren una temperatura media mensual de al
menos 20°2C durante el mes mas cdlido (Fisher et al.,, 2010). Un ejemplo de la
influencia de esta variable fue mencionado por Thompson et al. (1999) en Sudan.
Estos autores encontraron que dentro de los determinantes ecoldgicos mas

importantes para la distribucion de P. orientalis estaba la temperatura media.
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Diferencia Normalizada del indice de Vegetacion (NDVI): Las medidas de esta

variable se realizan mediante satélite, y es una funcién de la reflectancia de las
cubiertas vegetales en los espectros visible e infrarrojo, la reflectancia del suelo en
los mismos espectros y la reflectancia atmosférica (Weng et al., 2004). Se utiliza
normalmente para la observaciéon y comparacion de la densidad de vegetacidn
presente en distintas zonas. Elnaiem et al. (2003) pusieron de manifiesto la influencia
de esta variable sobre la leishmaniosis visceral en Suddn, y Bhunia et al. (2010) en la
India, de manera que bajos valores de NDVI (escasez de vegetacidn) producian una
mayor incidencia de la enfermedad. Esto se puede deber principalmente a la
influencia sobre sus vectores. A este respecto, Thomson et al. (1999) encontraron
que el uso del NDVI para la clasificacion del tipo de suelo, estaba correlacionado con

la presencia de P. orientalis en Sudan.

Altitud (Modelo Digital del Terreno): La altitud de un determinado lugar puede

ser recogida mediante altimetro, mapas de curvas, GPS o el uso de Modelos Digitales
del Terreno. Los Modelos Digitales del Terreno son mapas SIG en los que todos sus
puntos llevan asociados datos de altitud, entre otra informacion (orientacion,
pendiente, etc...). Se considera que un cambio en altitud estd asociado a un cambio
de clima y de vegetacion (Salomén et al.,, 2012). Conforme la altitud es mayor la
vegetacion cambia y desciende la temperatura con un gradiente de -0'62C por cada
100 metros de altitud que aumentamos (Rivas-Martinez et al., 1987). Algunos
estudios han puesto de manifiesto la influencia de la altitud como parametro para la
distribucidon de distintas especies de flebotomo y sus densidades (Guernaoui et al.,
2006; Galvez et al., 2011). En algunos lugares como la India o Suddn, se ha observado
que la leishmaniosis visceral se da principalmente a bajas altitudes (Bhunia et al.,
2010; Elnaiem et al.,, 2003), aunque en Espaina son frecuentes los casos de

leishmaniosis por encima de 800 metros (Morillas-Marquez et al., 2010).

Uso del Terreno (Corine): La monitorizacion del uso del terreno (landuse)

mediante el uso de las nuevas tecnologias basadas en SIG, ha permitido desarrollar
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métodos para una rapida estratificacion de areas propensas a mostrar un alto riesgo
a ciertas enfermedades. En un estudio realizado anteriormente con P. orientalis el
modelo de regresion logistica generado indicd que entre los mayores determinantes
de esta especie estaba el tipo de suelo (Thomson et al, 1999). Otros estudios en los
que también se ha podido determinar que efectivamente el uso del terreno o la
cobertura del terreno influyen en la distribucidon de los vectores de enfermedades
son: Cecchi et al. (2008); Sudhakar et al. (2006); King et al. (2004); Claborn et al.
(2008); Bhunia et al. (2009).

1.11.2.2. Variables medioambientales recogidas en el campo

Estas variables se centran principalmente en la observacion y anotacién de las
caracteristicas ambientales de los lugares en los que se van a realizar las capturas.
Entre las anotaciones mas frecuentes que se suelen realizar se encuentran las

siguientes:

Humedad relativa: Este dato se suele recoger mediante higrémetro, aunque

también es posible obtenerlo mediante SIG o a través de los datos recogidos en
estaciones metereoldgicas. Se considera que las especies de flebotomo difieren en
sus requerimientos de humedad (Lindgren y Naucke, 2008). Algunas especies de
flebotomo se suelen encontrar con mayor frecuencia en ambientes con una mayor
humedad relativa, por ejemplo P. ariasi, que suele tener densidades maximas
asociadas a climas humedos y frescos, aunque también esta presente en zonas secas

(Martinez-Ortega, 1986; Rioux et al., 1986b).

Temperatura: Este dato se recoge mediante termdmetro. Se suele medir tanto
la temperatura ambiental, como la temperatura del microhabitat en el que se va a
realizar el muestreo (ej: interior de las barbacanas). Como se ha podido observar en
el apartado de cambio climatico, es uno de los factores mas importantes en la

distribucion y biologia de los vectores.
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Proteccién: Observacion de la proteccidn contra el viento que presenta el lugar
donde se va a realizar el muestreo. El desplazamiento de los flebotomos se ve
afectado negativamente por la accion del viento, por lo que lugares protegidos frente
a éste pueden facilitar su captura (Gil Collado et al., 1989; Killick-Kendich, 1990).
Gdalvez et al. (2010a) encontraron en Madrid que las mayores densidades de

flebotomos se encontraban en los lugares protegidos del viento.

Cursos de agua: El hecho de que haya o no cursos de agua cercanos puede

modificar los valores de humedad relativa y favorecer la presencia de determinadas
especies. En Irak se ha observado que las larvas de P. sergenti se ven favorecidas por
la presencia de zonas ricas en agua como canales de irrigacion o de agua de drenaje

urbano (Lewis, 1971).

Vegetacién y cobertura del terreno circundante: El tipo de vegetacion que

rodea a las estaciones de muestreo puede ser importante para la presencia de las
distintas especies de flebotomos, ya que puede modificar las caracteristicas
ecoldgicas presentes. El hecho de que haya un tipo de vegetaciéon u otra, puede
provocar variaciones en la humedad y temperatura. Ademads se ha visto que algunas
especies de flebotomo se ven favorecidas por la presencia de determinadas especies
vegetales. Un ejemplo de esta relacion es el caso de P. orientalis en Sudan, en el que
se ha visto que su distribucion esta determinada por el tipo de suelo y por la
presencia de bosques de Acacia-Balanites (Thompson et al, 1999). En el caso
contrario estarian la Buganvilla y Solanum, en las que se ha observado que ejercen un
efecto negativo sobre P. papatasi en Israel (Schlein et al., 2001). La presencia de
cultivos, urbanizaciones, vegetacion natural, superficies pavimentadas, etc...
alrededor de las estaciones de muestreo, también puede afectar a la presencia de
unas especies u otras. Por ejemplo, especies antropofilicas como P. papatasi y P.
alexandri tienen una mayor afinidad por los ambientes urbanos en oriente medio

(Colacicco-Mayhugh et al., 2010).
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1.12. Estudios moleculares intraespecificos en flebotomos

El conocimiento de la biogeografia y de las relaciones genéticas entre las
distintas poblaciones de flebotomos puede permitir una mejor comprensién de la
epidemiologia de la leishmaniosis. Ademas, la existencia de razas o de especies
hermanas, sélo identificables mediante métodos moleculares, podria también influir
en la capacidad vectorial de las distintas especies de flebotomo. Por esta razén, el
estudio intraespecifico de estas especies puede ayudarnos a establecer la diversidad
genética de estas poblaciones y analizar sus implicaciones epidemioldgicas. Algunas
técnicas usadas para conocer la estructura de las poblaciones son el analisis de los
hidrocarburos cuticulares, técnicas isoenzimdticas y RAPD (Ramdom Amplified
Polimorphic DNA) (Kamhawi et al., 1987; Pesson et al., 1991; Martin-Sanchez et al.,
2000). Las isoenzimas son proteinas que a pesar de catalizar la misma reaccidn
quimica, difieren en la secuencia de aminodcidos y por tanto de peso molecular y/o
carga eléctrica, lo que se traduce en una diferente movilidad al someterlas a
electroforesis. Una vez realizada la migracidn, aprovechando la capacidad catalitica
de las enzimas, podemos proceder a su revelado, obteniéndose un conjunto de
bandas denominado zimograma. La técnica RAPD muestra la variabilidad de un gran
numero de loci anénimos, tedricamente distribuidos a través de todo el genoma del
parasito, lo cual posibilita la determinacion de un elevado numero de marcadores
genéticos utiles para el estudio de poblaciones, ya que la mayoria de ellos son
polimorficos. El resultado de esta técnica es la generacion de un patréon de bandas,
que traducido a datos de presencia/ausencia de bandas en los distintos individuos,
permite la utilizacién de técnicas taxondmicas o filogenéticas (Martin-Sdnchez et al.,
2000; Dvorak et al., 2011). En general, estas técnicas cuticulares, isoenzimaticas y de
RAPD han sido sustituidas mas recientemente por los analisis comparativos de las

secuencias de bases de diversos genes o fragmentos de ellos.

Una de las técnicas mas extendidas en genética de poblaciones es el analisis de

marcadores genéticos situados en el ADN mitocondrial (ADNm) o el ADN ribosomal
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(ADNr) (Esseghir et al., 1997; Pesson et al., 2004; Depaquit et al., 2002; Hamarsheh et
al., 2007; Dvorak et al., 2011). El ADNr es una secuencia de ADN que codifica el ARN
ribosémico y que regula la transcripcion e iniciacién de la amplificacion. Este ADNr
contiene segmentos espaciadores transcribibles externos (ETS) e internos (ITS), y no
transcribibles (NTS). Aunque puede ser usado para estudios intraespecificos
(principalmente las secuencias de ITS), debido al bajo nivel de polimorfismo en la
unidad de transcripcion del ADNr, es también util para la comparacién interespecifica
(Di Muccio et al., 2000). El ADN mitocondrial (ADNm) es una estructura circular,
relativamente conservada, que al tener una alta tasa evolutiva (con respecto a los
genes nucleares) lo convierte en un marcador genético util para el estudio de
genética de poblaciones intraespecificas y estudios filogenéticos. Ademads, al ser el
ADNm de herencia materna, los genes mitocondriales representan loci
genéticamente independientes de los genes del nucleo, cuya herencia parental

implica recombinacion genética.

Estas técnicas moleculares de comparacion de secuencias se basan
principalmente en la amplificacion de ADN por PCR (PCR=Polimerase Chain Reaction)
directa o por clonacidon, secuenciacion del amplificado para la obtencion de las
secuencias de nucledtidos, alineamiento de estas secuencias, y posterior analisis

taxondmico o filogenético mediante el uso de programas informaticos especificos.

1.12.1. Uso de la filogenia en los estudios moleculares

La reconstruccion filogenética es el proceso por el cual obtenemos una
hipdtesis sobre las relaciones genealdgicas o evolutivas entre varios organismos en
forma de arbol filogenético o filogenia (Melic et al., 1999). El objetivo de la filogenia
consiste en trazar la relacidon entre los ancestros y descendientes de los organismos
teniendo en cuenta diversos caracteres homadlogos, tanto morfoldgicos, biolégicos,
fisiolégicos y moleculares, estableciendo diferentes niveles taxonémicos. Los arboles

filogenéticos surgen a partir de la teoria de que todos los seres organicos provienen

S.D. Barén Lépez (2014) | 127



1- INTRODUCCION

del mismo ancestro comun que se han diversificado evolutivamente a lo largo del
tiempo. Tradicionalmente los arboles eran construidos de acuerdo con caracteres
morfolégicos, pero debido a su implementacion en ordenadores y a la utilizacion de
las secuencias de nucledtidos, han aparecido otras metodologias filogenéticas
(Arnedo, 1999). Ademds, las filogenias basadas exclusivamente en caracteres
morfoldgicos tenian poca resolucidon o eran muchas veces incorrectas. Actualmente la
mayoria de las filogenias se construyen sobre marcadores genéticos, especialmente
secuencias de ADN. Las deducciones de los estudios filogenéticos se suele
representar mediante arboles filogenéticos que son estructuras matematicas usadas
para representar la historia evolutiva (relaciones de ancestro-descendiente) entre un
grupo de secuencias u organismos. Dicho patrén de relaciones histéricas es la estima

hecha de la filogenia o arbol evolutivo.

El procedimiento para elaborar el arbol filogenético se divide en cinco etapas

principales:

- Seleccion de marcadores moleculares.

- Alineamiento multiple de las secuencias.

- Eleccién de un modelo evolutivo.

- Determinacion de un método de construccion de arboles.

- Verificacion de la fiabilidad del arbol construido.

Taxa o nodo terminal

* Nodo interno

Raiz

Figura 55. Representacion de un arbol filogenético con algunos términos de nomenclatura.

128 Tesis Doctoral



Estudio cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de Leishmania infantum y Leishmania tropica, en Espafia: | ’;"”’ %
Construccion y evaluacién de mapas de riesgo como herramienta para el control de la Leishmaniosis. ﬁ e

Como método para evaluar la calidad de los arboles filogenéticos generados se
utiliza el bootstrap, que es un test estadistico que determina los limites de confianza
de las ramas internas de estos arboles. Estos limites de confianza se estiman como el
porcentaje de pseudorréplicas construidas mediante bootstrap. Las pseudorréplicas
de secuencias de ADN se consiguen mediante la creacion de nuevas secuencias con la
misma longitud, en las que los nucledtidos han sido remuestreados con
reemplazamiento, de manera que algunos estaran repetidos una o mas veces y otros
estaran ausentes. Por lo tanto el apoyo de una rama determinada sera el porcentaje
de veces que el clado que define aparece en el conjunto de arboles de la
pseudorréplica (proporcién bootstrap). Para poder obtener y representar este valor
es necesario obtener un darbol consenso, cuya funcién es la de representar
graficamente los puntos de acuerdo entre los distintos arboles fundamentales

(arboles resultantes del analisis filogenético de las pseudorréplicas) (Arnedo, 1999).

Algunos de los principales métodos filogenéticos usados son los analisis
basados en matrices de distancias (UPGMA y Neighbor-Joining), los analisis de
parsimonia, y los analisis de maxima verosimilitud. Estos métodos pueden dividirse
en dos categorias dependiendo de si se basan en caracteres discretos o en distancias.
Los métodos basados en caracteres discretos son aquellos que usan directamente las
secuencias mientras que los basados en distancia usan matrices de distancia. A su
vez, cada una de estas categorias se divide en dos grupos dependiendo de si usan
algoritmos de agrupamiento o criterios de optimizacién para encontrar la topologia

de los arboles.

Distancia Caracteres discretos

UPGMA
Neighbour-joining

Algoritmo de agrupamiento

Maxima Parsimonia

Criterios de optimizacion , . o
P Maxima Verosimilitud

Tabla 4. Métodos de reconstruccion filogenética.
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Mediante la definicion de un criterio de optimizacién se comparan muchas
topologias entre las distancias estimadas en el arbol y las distancias evolutivas reales,
mientras que en los métodos basados en algoritmos de agrupamiento, se calcula el
arbol usando la matriz de distancias, empezando por los pares de secuencias mas

similares.

1.12.2.1. Métodos basados en distancias

Se basan en la premisa de que la distancia entre taxones, utilizada como una
medida de sus diferencias, se relaciona directamente con su relacién filogenética.
Estos métodos transforman los alineamientos de secuencias en una matriz de
distancias genéticas en donde cada una de las celdas representa una medida de las
diferencias entre los taxones implicados. El siguiente paso consiste en la construccion
del arbol filogenético mediante métodos algoritmicos (UPGMA y Neighbor-Joining).
Estos métodos basados en matrices de distancias requieren la adopciéon explicita de

un modelo evolutivo (Arnedo, 1999).

A continuacién se detallan dos de los principales métodos basados en

distancia: UPGMA y Neighbor Joining.

UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithmetic Average): es el
método mas simple basado en algoritmos de agrupamiento, y constituye un arbol por
un método de agrupamiento secuencial. Este método asume que los taxa son grupos
por si mismos, agrupa los dos taxa mas cercanos entre si basandose en la matriz de
distancias, y posteriormente crear una matriz reducida considerando al agrupamiento
como un uUnico taxén. El mismo proceso de agrupamiento se repite y se crea otra
nueva matriz reducida. Este proceso continda hasta que todos los taxa se colocan en
el arbol y estan unidos en un solo grupo. El dltimo taxdn afiadido se considera que es
el outgroup, lo que produce un arbol con raiz. Con este método se asume que hay

una tasa constante de evolucion.
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Neighbor-joining (NJ): se producen arboles no enraizados, en los que no hay
una tasa constante de evolucidn entre los linajes. Consiste en agrupar los taxa menos
distanciados genéticamente, considerandolos como una sola entidad, vy
posteriormente se busca el siguiente taxdn que tenga la menor distancia con este
primer grupo para formar un nuevo agrupamiento. El proceso continda hasta unir
todos los taxa formando un Unico arbol filogenético. En cada paso del andlisis, se van
originando nuevas matrices de distancias a partir de la matriz original, de manera que
la divergencia entre cada par de nodos se ajusta basandose en la divergencia

promedio de ellas con respecto al resto de los taxones.

1.12.2.2. Métodos basados en caracteres discretos

Estos métodos usan directamente las secuencias por lo que consideran cada
sitio del alineamiento (o una funcién probabilistica para cada sitio). A diferencia de

los métodos de distancias presentan dos pasos logicos:

- Definir el criterio de optimizacién (descrito formalmente en una funcién
objetiva) para evaluar cada posible topologia, asigndndole una puntuacién con
la que poder comparar cuantitativamente el mérito de cada arbol en base al
criterio de optimizacion.

- Usar algoritmos de busqueda especificos para calcular el valor de la funcién de
objetividad y para encontrar el/los arbol(es) con la mejor puntuacién acorde a

este criterio (un valor maximo o minimo, segun el caso).

Estos métodos son muchisimo mas lentos que los algoritmicos, debido a que
tienen que hacer busquedas en el inmenso espacio de topologias para encontrar la(s)
mejor(es). Se trata de métodos puramente algoritmicos, representando una buena

aproximacion heuristica para encontrar el arbol de evolucidon minima mas corto.

Parsimonia: La asuncidn basica es que la existencia de compatibilidad entre las

agrupaciones derivadas de los caracteres es el resultado de la presencia de
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antepasados comunes (Arnedo, 1999). La hipdtesis mas parsimoniosa es aquella que
explica todos los datos con el menor niumero posible de pasos. En el contexto de una
inferencia evolutiva, el arbol mas parsimonioso es aquél que requiere los menores
cambios evolutivos para explicar las diferencias entre los taxones (Hillis et al., 1993).
Se puede obtener mas de un darbol parsimonioso, de diferente topologia pero
igualmente parsimonioso. La parsimonia asume la existencia de una serie de
condiciones: independencia de los caracteres, independencia de los taxones
(ausencia de hibridacidn, introgresion o transferencia lateral de informacion), y tasas
similares de cambios a lo largo de las ramas del arbol (Arnedo, 1999). Una ventaja de
este método es que lo Unico necesario para polarizar los caracteres es situar la raiz
del 4rbol. Para hacer esto se han de afiadir uno o mds taxones externos (outgroups) y
situar la raiz en el internodo que separa a estos taxones externos de los taxones a

estudiar.

Maxima verosimilitud (MV): El método es probabilistico, evalia una hipdtesis
filogenética en términos de la probabilidad de que un determinado modelo evolutivo
propuesto haya dado lugar o explique los datos observados (secuencias de
nucledtidos) (Huelsenbeck y Crandall, 1997; Swofford et al., 1996). Se basa en que
como es imposible conocer cual es la filogenia real de los taxones, lo que se puede
hacer es adoptar un criterio que permita evaluar los méritos relativos de los
cladogramas (arboles filogenéticos), de forma que la hipdtesis elegida es la mas
congruente en la distribucién de las sinapomorfias (caracteres que se originaron en
un ancestro comun y son compartidos por todo el grupo desarrollado a partir de él),
las cuales constituyen los test de falsificacion de la hipdtesis (Arnedo, 1999). Este
método necesita adoptar un determinado modelo evolutivo, que en el mejor de los
casos representa una simplificacion de la realidad. El analisis consiste pues en hallar
el arbol o arboles que presenten una mayor verosimilitud, teniendo en cuenta la
ramificacion, longitud de las ramas y la estimacion de parte de los parametros del

modelo adoptado. Por lo tanto, la filogenia bajo este método se puede considerar
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como un problema de seleccion de modelos. Trata de encontar la estimacion de los
valores de cada parametro del modelo y luego comparar las verosimilitudes de los

distintos modelos, escogiendo la topologia con la mejor verosimilitud.
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2. OBJETIVOS

En el presente trabajo se han perseguido dos objetivos generales: el estudio de

las poblaciones de flebotomos presentes en el sureste de Espaiia, prestando especial

atencién al analisis cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de

Leishmania infantum (P. perniciosus y P. ariasi) y Leishmania tropica (P. sergenti); y la

determinacién de los pardmetros que condicionan la distribucidn de algunas de estas

especies vectoras, para la construccion de mapas de riesgo que nos permitan enfocar

posibles medidas de control de la leishmaniosis a partir de las caracteristicas

epidemioldgicas de su vector. Para la consecucion de estos objetivos generales, se

han propuesto los siguientes objetivos especificos:

1-

Determinar la composicién especifica y abundancia relativa de las poblaciones
de flebotomos en el sudeste de Espafia, e identificar las caracteristicas
ecoldgicas asociadas a su presencia, con especial atencidon a los principales
vectores de L. infatum y L. tropica.

Estudiar la variacion molecular de las poblaciones espafiolas de Phlebotomus
sergenti y su comparacion con otras procedentes de Marruecos, a través del
analisis comparativo de fragmentos del gen Citocromo b (Cyt b) del ADN
mitocondrial (ADNm), y del Espaciador Transcrito Interno (ITS-2) del ADN
ribosémico (ADNr).

Estudiar la secuencia del gen Citocromo b (ADNm) de las poblaciones
espafiolas de P. ariasi para observar su diversidad genética y analizar las
posibles implicaciones epidemioldgicas de esta variabilidad.

Construir mapas predictivos de exposicion a P. perniciosus, que nos ayuden a
predecir el riesgo de leishmaniosis canina y a definir medidas de control de
esta enfermedad.

Construir mapas de riesgo de exposicion a P. sergenti que nos ayuden a
identificar los posibles “puntos calientes” para el potencial establecimiento de

Leishmania tropica en el suroeste de Europa.
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3.1. Articulo 1: Intraspecific variability (rDNA ITS and mtDNA Cyt b) of

Phlebotomus sergenti in Spain and Morocco.

Variabilidad intraespecifica (ITS de ADNr y Cyt b de ADNm) de Phlebotomus

sergenti en Espana y Marruecos.

Bardn S., Martin-Sanchez J., Gallego M., Morales-Yuste M., Boussa S., Morillas-Marquez F.

Acta Tropica (2008); 107(3): 259-67.

Factor de Impacto: Afio de publicacion - 1’707 29 cuartil (6/15 en Tropical Medicine).
Actual — 2’787 1% cuartil (4/22 en Tropical Medicine).

Resumen: Phlebotomus sergenti, el principal vector de Leishmania tropica, estd
ampliamente representado en Espafia, mientras que L. tropica no es una especie
endémica en este pais. Sin embargo, el importante flujo migratorio humano desde las
regiones donde es endémica L. tropica, la existencia de su vector y el ciclo
antroponoético del parasito podria conducir a su establecimiento en nuestro pais. La
capacidad vectorial de P. sergenti podria depender de la existencia de especies
cripticas o razas, que sdlo pueden ser identificados por métodos moleculares.
Nuestro objetivo ha sido estudiar la variacion molecular en dos genes de las
poblaciones espafiolas de P. sergenti, comparandolos con los marroquies. Hemos
identificado cinco haplotipos ribosomales y 16 mitocondriales. Los resultados
obtenidos indican una alta diversidad de P. sergenti en Espafia y la existencia en el
pais de dos linajes de P. sergenti, un linaje mitocondrial tipicamente espafol y otro
comun con Marruecos, donde L. tropica es endémica en el sur y emergente en el

norte y centro del pais.
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Phlebotomus sergenti, the main vector of Leishmania tropica, is widely represented in Spain, whilst L tropica
is not an endemic species in this country. Nevertheless, the important human migrant flow from regions
where L. tropica is endemic, the existence of its vector and the anthroponotic cycle of the parasite could
lead to its establishment in our country. The vectorial capacity of P. sergenti could depend on the existence
of cryptic species or races, which can only be identified by molecular methods. Our aim has been to study
the molecular variation on two genes of Spanish populations of P. sergenti, comparing them with Moroccan
ones. We have identified 5 ribosomal and 16 mitochondrial haplotypes. The results obtained indicate a
Leishmania tropica high diversity of P. sergenti in Spain and the existence in the country of two P. sergenti lineages, a typically
Mitochondrial haplotypes Spanish mitochondrial lineage and another one common in Morocco, where L. tropica is endemic in the
Cyth south and emergent in the north and centre of the country.
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1. Introduction

Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti Parrot, 1917 is the main
vector of Leishmania tropica (Wright, 1903), responsible for the
anthroponotic cutaneous leishmaniasis (ACL) (Al-Zahrani et al.,
1988; Guilvard et al., 1991). It has an extensive geographical dis-
tribution, wider than that of the flagellate (Depaquit et al., 2002).
It has been suggested that the presence of this sandfly in L. trop-
ica free areas and the differences in the transmission patterns of
the ACL could be related to the existence of races or even cryptic
vector species (Depaquit et al., 2002; Yahia et al., 2004). Phle-
botomus sergenti is a species widely present in Spain (Gil Collado
et al., 1989). In Spain it shows a biphasic phenology in localities
with optimal climatology for its development, with two maxima
located at the beginning and at the end of the summer period, that
are separated by a minimum in the month of August (Martinez
Ortega and Conesa Gallego, 1987; Sanchis-Marin et al., 1986), sim-
ilar to the phenology of this species in Morocco (Guernaoui et al.,
2005; Guessous-Idrissi et al., 1997). Conversely, L. tropica is not an
endemic species in Spain, where only Leishmania infantum has this

* Corresponding author at: Dpto Parasitologia, Fac. Farmacia, Campus Universi-
tario de Cartuja, 18071 Granada, Spain. Tel.: +34 958 243857 fax: +34 958 243862.
E-mail address: joaquina@ugr.es (J. Martin-Sanchez).

0001-706X/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.actatropica.2008.07.003

trait (Gallego et al., 2002; Martin-Sanchez et al., 2004 ). Neverthe-
less (i) the important human migratory flow from areas where this
parasitosis is endemic, (ii) the existence of the vector and (iii) the
anthroponotic cycle of the parasite, could lead to its establishment
in Spain, in a similar way to what has happened in the north of
Morocco (Guessous-Idrissi et al., 1997; Rhajaoui et al., 2004). Bear-
ing in mind that the vectorial capacity of P. sergenti could depend on
the existence of races or even sibling species, which can be iden-
tified only by molecular methods, our aim has been to study the
molecular variation of Spanish P. sergenti populations, comparing
them with Moroccan ones. For that reason, we have selected two
genes with a high mutation rate and a different type of heredity,
such as are the internal transcribed spacer 2 (ITS2) of the ribosomal
DNA (rDNA) and a fragment of the gene Cytochrome b (Cyt b) of the
mitochondrial DNA (mtDNA). In both cases the scientific literature
describes primers and conditions for the PCR and with pre-existing
knowledge of them in some sandfly species. The ITS2 has pro-
vided resolution in several studies at the subgeneric taxonomic
level for the Larroussius and Paraphlebotomus (Depaquit et al., 2000,
2002; Di Muccio et al., 2000). The comparative sequence analysis
of mtDNA fragments has been shown to be useful for genetic dif-
ferentiation of geographical lineages and species on the subgenus
Larroussius, Phlebotomus and Paraphlebotomus (Esseghiretal., 1997;
Moin-Vaziri et al., 2007; Perrotey et al., 2005; Pesson et al., 2004;
Yahia et al., 2004).
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2. Material and methods
2.1. Study areas

The geographical locations from which P. sergenti was sampled
are shown in Fig. 1. Latitude and longitude, of the different sampled
localities, are indicated.

2.2. Collection and morphological identification of specimens

Sandflies were captured overnight with miniature CDC light
traps and preserved in liquid nitrogen or at —20°C until mor-
phological and molecular identification (Table 1). They were
slide-mounted in Berlese fluid following dissection and morpho-
logically identified based on external and internal characters of the
head and genitalia according to the keys of Gil Collado et al. (1989)
and Gallego et al. (1992).

2.3. Sandfly DNA extraction

Genomic DNA was extracted from the thorax and the attached
anterior abdomen of individual sandflies (Martin-Sanchez et al.,
2000). Briefly, each sandfly was placed in a 1.5-ml Eppendorf tube
and kept in liquid nitrogen for a few seconds to facilitate the rup-
ture of cell membranes. The tissue was crushed by a pestle in
lysis buffer (10 pl of SCE (sorbitol 1 M, sodium citrate 0.1 M, EDTA
0.06 M), 30 .l of SDS-EDTA (SDS 1%, EDTA 0.15 M) and 10 pl of pro-
teinase K 1%) and then incubated at 42 °C overnight. Subsequently,
the DNA was purified with one phenol-chloroform-isoamyl alcohol
extraction, followed by one chloroform-isoamyl alcohol extrac-

tion and then an ethanol precipitation. The precipitated pellet was
resuspended in 50 pl of bidistilled water and kept at —20 “C until
use.

2.4. PCR amplification

The polymerase chain reaction was used to amplify a fragment
of 418-433bp containing the ITS2 of sandfly rDNA following the
methodology described by Depaquit et al. (2002).

PCR was also used to amplify a 550-bp fragment containing the
3’ end of the mitochondrial gene Cyt b following the methodology
described by Esseghir et al. (1997). In the specimens in which this
PCR did not work, an internal fragment of 442 bp was amplified
following the methodology described by Yahia et al. (2004).

2.5. Sequencing and comparative sequence analysis

PCR products were directly sequenced in both directions using
the primers used for DNA amplification. Sequences were edited and
aligned to identify haplotypes (=unique sequences) using Clustal-
X 1.81 software and manually adjusted, if necessary. Poly(AT)
was excluded from ITS sequences. Phylogenetic analysis was
performed using PHYLIP version 3.65 (http://evolution.genetics.
washington.edu/phylip). Phlebotomus longicuspis was used as an
outgroup.

3. Results

Comparative ITS2 sequence analysis of P. sergenti (Table 2): we
have analysed this rDNA sequence in 25 P. sergenti individuals

Fig. 1. Geographical locations of the P. sergenti sampled populations with indication of the co-ordinates: (1) Sant Jaume de Llierca, Girona province (42°12'N, 2°37'E), (2)
Sant Just Desvern, Barcelona province (41°22'N, 2°04'E), (3) Puerto de la Cadena, Murcia province (37°09'N, 1°13'W), (4) Torvizcén, Granada province (36°53'N, 3°18' W), (5)
Almdchar, Mélaga province (36°48'N, 4°13'W),(6) Benaojan, Malaga province (36°43'N, 5-15'W), (7) Las Caballerizas, Malaga province (37°02'N, 4°43'W), (8) Riotinto, Huelva
province (37°41'N, 6°33'W), (9) Chechaouene, Chaouen province (34°53" N, 3°49'W), (10) Taounate, Taounate province (34°32'N, 7°59'W) and (11) Dar Bachir, Marrakech

province (31°31'N, 7°28'W).
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Table 1
List of the individuals used in this study

Specimen code Sex: Mor F

Origin (country, locality and number

Studied markers Gen Bank accession number

assigned in Fig. 1) and year of catching

Cytb ITS

P-6 M Spain, Benaojan, 6, 2003 Cytb EU980375

P-7 M Spain, Benaojan, 6, 2003 Cyth EU980375

P-17 M Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 ITS and Cyt b EU980375 EU980385
P-46 M Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 ITS and Cyt b EU980375 EU980386
P-47 M Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 Cytb EU980375 -

P-48 M Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 Cytb EU980375 -

P-49 F Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 Cyth EU980378 -

P-50 F Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 ITS and Cyt b EU980376 EU980385
P-52 F Spain, Las Caballerizas, 7, 2003 ITS and Cyt b EU980378 EU980385
AM-1 M Spain, Almachar, 5, 1999 Cyth EU980375 =

AM-2 F Spain, Almdchar, 5, 1999 ITS and Cyt b EU980375 EU980385
AM-3 H Spain, Almdchar, 5, 1999 ITS and Cyt b EU980380 EU980385
AM-4 M Spain, Almdchar, 5, 1999 Cyth EU980381 -

AM-5 M Spain, Almdchar, 5, 1999 Cytb EU980380 -

AM-6 F Spain, Almachar, 5, 1999 ITS - EU980385
T™-1 M Spain, Torvizcén, 4, 1999 ITS and Cyt b EU980380 EU980385
T™-2 F Spain, Torvizcén, 4, 1999 Cytb EU980380 -

T™-3 F Spain, Torvizcén, 4, 1999 ITS and Cyt b EU980380 EU980385
T™-4 M Spain, Torvizcén, 4, 1999 Cythb EU980380 -

TM-5 F Spain, Torvizcén, 4, 1999 Cyth EU980375 -

T™-6 M Spain, Torvizcén, 4, 1999 Cyth EU980375 -

T™-7 F Spain, Torvizcén, 4, 1999 Cytb EU980380 -

T™M-8 M Spain, Torvizcén, 4, 1999 ITS and Cyt b EU980375 EU980385
T™-9 M Spain, Torvizcén, 4, 1999 Cyth EU980375 -

P-121 M Spain, Torvizcén. 4, 2002 Cytb EU980380 -

P-124 M Spain, Torvizcén. 4, 2002 Cytb EU980380 -

P-127 M Spain, Torvizcén. 4, 2002 Cytb EU980380 -

P-128 M Spain, Torvizcén. 4, 2002 Cyth EU980380 -

P-131 F Spain, Torvizcén. 4, 2002 Cyth EU980380 -

R-9 M Spain, P. de la Cadena, Murcia, 3, 1999 ITS - EU980387
P-137 F Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 ITS and Cyt b EU980375 EU980385
P-139 M Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 ITS - EU980385
P-141 M Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 Cyth EU980380 -

P-143 F Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 ITS and Cyt b EU980379 EU980385
P-146 M Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 Cytb EU980380 -

P-149 M Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 ITS - EU980385
P-156 M Spain, Sant Just Desvern, 2, 2002 Cytb EU980380 -

P-184 F Spain, Sant Jaume de Llierca, 1, 2002 ITS and Cyt b EU980375 EU980385
RT-1 M Spain, Riotinto, 8, 2000 Cytb EU980377 -

RT-2 F Spain, Riotinto, 8, 2000 ITS and Cyt b EU980375 EU980385
CH-14 M Moracco, Chechaouene, 9, 1995 Cytb EU980380 -

MA-1 15 Morocco, Taounate, 10, 1995 ITS and Cyt b EU980364 EU980383
MA-2 M Morocco, Taounate, 10, 1995 ITS and Cyt b EU980366 EU980383
MA-3 M Morocco, Taounate, 10, 1995 Cytb EU980365 -

MA-4 M Morocco, Taounate, 10, 1995 Cytb EU980365 -

MA-5 F Morocco, Taounate, 10, 1995 Cytb EU980367 -

MA-7 M Morocco, Taounate, 10, 2005 Cyth EU980368 -

MA-8 M Morocco, Taounate, 10, 1995 Cytb EU980364 -

MA-9 F Morocco, Taounate, 10, 2005 ITS and Cyt b EU9B0368 EU980383
MA-10 M Morocco, Taounate, 10, 1995 Cyth EU980364 -

MA-11 M Morocco, Taounate, 10, 1995 Cyth EU980368 -

MA-14 M Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 ITS and Cyt b EU980370 EU980382
MA-16 M Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 ITS and Cyt b EU980370 EU980382
MA-17 F Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 ITS and Cyt b EU980369 EU980382
MA-18 M Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 ITS and Cyt b EU980373 EU980382
MA-19 F Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 Cytb EU980370 -

MA-20 M Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 ITS and Cyt b EU980371 EU980384
MA-21 M Morocco, Dar Bachir, 11, 2005 Cytb EU980372 -

collected in 7 Spanish localities (17 specimens) and 2 Moroccan
ones (8 specimens). Five different haplotypes have been identi-
fied: 2 in the Spanish populations exclusively (S-B ITS and S-C
ITS), another 2 in the Moroccan ones (M-A ITS and M-C ITS) and
one (S-A/M-B ITS) shared by both of them. These haplotypes dif-
fer in only 1-3 nucleotides. S-A/M-B ITS is the ribosomal haplotype
most frequently and widely represented among the Spanish pop-
ulations of P. sergenti being found in all the localities sampled
except in Murcia (locality 6). It is also the only haplotype that

we found in the Rif (north of Morocco) although it is absent in
the south. Sequences were identical for specimens sampled from
the same location except in Las Caballerizas (locality 7, south of
Spain) with two haplotypes and in Dar Bachir (locality 11, south of
Morocco) with another two, one of them was heterozygote, in three
sites.

Parsimony analysis identified a single tree of 159 steps. The
topology was similar to that shown by the tree based on distance
analysis (F84 model with a UPGMA method of clustering). None of
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Table 2

Alignment of nucleotide characters at the polymorphic sites in the rDNA ITS 2 haplotypes of P. sergenti. (Also it is indicated the number of specimens of each haplotype from

the different sampled localities named as in Fig. 1. Y = heterozygote T and C)

Number of sp with each haplotype in different
localities
P L2e 2 Spain Morocco
ITs2 4 7 0 5 1
HAPLOTYPES 3 2 8 2 1‘2]3|4|5ls|7|a 9‘10’11
S-AIM-B G CATT 1 4 3 3 3 1 3
S-B A CATT 1
s-C G e T 1
M-A G T A TT 4
M-C G Y AYY 1

Y= heterozygote T and C

these branches were supported by the bootstrap analysis (results
not shown).

These new sequences (Table 1) have been aligned with the
published ones in PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Fig. 2 shows
the maximum parsimony tree generated when including the pre-
viously published sequences (Depaquit et al, 2002) of which
also the poly(AT) was eliminated from the analysis. The topology
of the UPGMA genetic distance tree was similar. The 5 haplo-
types of P. sergenti identified in this study in the Spanish and
Moroccan populations appear closely related among themselves,
clustering with the population of Morocco previously sequenced
and differing from the Spanish population previously sequenced
which appears as a sister group with strong bootstrap support
(94.8%).

Comparative Cyt b sequence analysis of P sergenti
(Tables 3 and 4): We have analysed this mtDNA sequence in
54 P. sergenti individuals from 7 Spanish populations (36 speci-
mens) and 3 Moroccan ones (18 specimens). Sixteen haplotypes
have been identified: 6 in Spain exclusively, 9 in Morocco and one
shared by both countries. The mitochondrial haplotypes predomi-
nant in Spain are S-A Cyt b and M-A/S-F Cyt b which represent 36.1
and 44.4%, respectively, of the whole of the sequenced samples.

Table 3

S-A Cyt b is the haplotype with a wider geographical range, being
present in all the studied Spanish populations. M-A/S-F Cyt b has
a more limited geographical range in Spain, being found in two
southern localities (Almdchar and Torvizcon) and in one from the
northeast (Sant Just Desvern); belonging to the mitochondrial lin-
eage Il which is widely represented in northern Morocco (Table 3).
The sequenced specimens from Torvizcon came from captures
carried out in two different dates, 1999 and 2002 (Table 1). In 1999,
M-A/S-F Cyt b was found in 5 of the 9 specimens studied whilst in
2002 it was found in all the 5 specimens analysed. The haplotype
S-G Cyt b is closely related with the aforementioned one which
only differs in one base being a transversion (A for G in position
160). We found it exclusively in Almdchar together with M-A/S-F
Cyt b and S-A Cyt b.

Both distance and parsimony trees (Fig. 3a and b, respectively)
situate these mitochondrial haplotypes in four branches separated
by a greatabsolute nucleotide distance (6-15 fixed polymorphisms)
and generally well supported in the bootstrap analysis. Table 3 indi-
cates the number of specimens of each haplotype in the different
geographical locations. Table 4 relates the whole of the polymor-
phic positions which identify the 16 haplotypes as well as the
synapomorphic diagnostic characters for the lineages; for the latter

Relation of haplotypes of each one of the identified mitochondrial lineages (Cyt b). (Also it is indicated the number of specimens of each haplotype from the different sampled

localities named as in Fig. 1)

Lineage and mt haplotype

Number of specimens with each Cyt b haplotype in different localities

Spain

Morocco

6 7 8 =) 10 11

Lineage |
S-A 1 1 4
S-B
S-C
S-D 1
S-E

Lineage I1
M-G
M-H
M-I

Lineage 111

S-FIM-A 3 10
S-G

M-B

M-C

M-D

M-E

M-F

Lineage IV
M-J

(N]
—_

O N
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MA15 P. longicuspis

ITS-Spain 2
49,9%
ITS-Portugal
92 3% ITS-Lebano
96,3%
ITS-Turkey
04 8% ITS-Cyprus
,0/0
ITS-Syria
ITS-taly
S-B ITS Spain
99,9%
ITS-Morocco
54 5%
E— M-A ITS Morocco
99.6%
S-C ITS Spain
M-C ITS Morocco
S-A/M-B ITS Spain/Morocco
[TS-Egypt
86,8%
ITS-Israel

100

Fig. 2. rDNAITS2 phylogenetic tree including the sequences obtained by Depaquit et al. (2002 ). The tree is generated by maximum parsimony method. Phlebotomus longicuspis
is used as outgroup. The numbers above the branches are bootstrap percentages (1000 replications) for clades supported above the 50%. 'lts sequence is coincident with the
S-A/M-B ITS sequence. *This sequence shows differences in 13-16 nucleotides to the Spanish ones sequenced by us. The ecological niche of this population was destroyed as
aconsequence of human activities shortly after its capture in 1994. Hence we have not been able to incorporate this population into our study.

we have kept in mind the previously published sequences (Yahia et
al., 2004).

Combined analysis of ITS2 and Cyt b sequences: We have anal-
ysed both sequences in 12 P sergenti individuals collected in 6
Spanish localities and 8 specimens collected in 2 Moroccan ones.
Table 5 shows the haplotypes of both markers which are found
associated in each one of these individuals.

4. Discussion

The obtained results show a high diversity between specimens
of P. sergenti in Spain where we find 3 ribosomal and 7 mitochon-

drial haplotypes. Some of the genetic variants are also present in
Morocco where the polymorphism of P sergenti is larger (3 ribo-
somal and 10 mitochondrial haplotypes). The 5 ITS haplotypes
identified in this study are closely related to each other and belong
to the same ribosomal lineage (Fig. 2). The information given by this
marker is much smaller than the one observed in the mitochondrial
sequences that seem to be more appropriate for the study of the
intraspecific variability of P. sergenti in a more limited geograph-
ical environment. Thus, the 16 Cyt b haplotypes are distributed
in 4 mitochondrial lineages (which we have named 1, 11, IIl, and
IV lineages) well differentiated and well supported in the boot-
strap analysis (Fig. 3a). The mitochondrial lineage I corresponds
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Alignment of nucleotide characters at the polymorphic sites in the mt DNA Cytochrome b haplotypes of P. sergenti with indication of the synapomorphic (highlighted) and

the variable characters (underlined) for each lineage

=
E 11111111 1111112222333
(o} Cytb 12 3 4 4 456 6 6 78 9 9 002 44456677 8891224114
™M | Haplotypes |1 3 6 8 3 0 2 3 56 4 3 5 6 9 8 5452561 47603217 07802564290
\" M-J Al TTCACCTTC CAGTT T AT CAIIEGCAGTICIIETIMECCTCTGA
M-G ACCTCACTTCCGGTTTATCACCACAGCTACCCTCTCTGA

Il M-H ACCTCATITTCCGGTTTATCACCACAGCTACCCTC CTCTGA
M-I ACCTCACTTCCGGTTTATCACCATAGCTACCCTTCTOC G A
MA/ISF |ACCTCITCCTTITAIACCTGTC CACCACAGTTCCTCTTCATTAA

M-B ACCTC CITCCTTITAJACC TGTTIACCACAGTTCCTCTC CAIITAA

M-C ACCTIBHCCTC CEIAIINE TGTTACCGCAGTTCCTCTCARBITAA

1l M-D ACCCCITICCTTITAIACMETGTCACCACAGTTC CCTCTCAIITAA
M-E ACCTCIRCCTTEIRAJACCE TGTCACCACTIGTTCCTCTCAJRTAA

M-F ACITCTCCTTTAACCTATCGCCACAATTCCTCTCATTAA

S-G ACCTCERCCTTEREAAICEE T GTCACCACAATTCCTCTCARRTAA

S-A GCCTCACCETCGGTTTGGCACCGCAGCTCCTCTCICCTAT

S-B GCCTCACCETCGGTTTGGCACCGCAGCTCCTCTTICCTAT

| S-C ACCTCACCETCGGTTTGGCACCGCAGCTCCTCTCECCTAT
S-D GCCTCACCETCGGTTTGGCACCGCAGCTCCTCTCICCCAT

S-E GCCTCACCETCGGTTTGGCACCGCAGCTCCTCTCICTTAT

to the Spanish lineage of P. sergenti with S-A Cyt b being the most
representative haplotype which shows a wider geographical distri-
bution. The mitochondrial lineage IIl is represented in Spain mainly
by the haplotype M-A/S-F Cyt b and in a lesser degree by S-G Cyt b,
closely related with the former and from which it may have derived
by mutation. This lineage is widely represented in the north of
Morocco where it shows a larger genetic diversity: 6 haplotypes
differing from 1 to 5 nucleotides. The mitochondrial lineages Il and
IV, integrated by 3 and 1 haplotypes, respectively, are present only
in the south of Morocco.

The larger genetic diversity of P. sergenti in Morocco is consis-
tent with the hypothesis of dispersion of P. sergenti expressed by

Depaquit et al. (2000, 2002). According to these authors, P. sergenti
would have colonised Spain from Morocco, before the opening of
the Strait of Gibraltar, approximately 5 million years ago. The clus-
tering in the rDNA ITS2 phylogenetic tree (Fig. 2) of the populations
from Spain, Morocco and Italy is in agreement with the migratory
route proposed for this Phlebotomine sandfly by these authors. Pre-
sumably, the Spanish variants would have originated later on by
mutation from these early settlers.

M-A/S-F Cyt b represents 44.4% of the whole of the Span-
ish sequenced samples, against the 36.1% represented by S-A
Cyt b, the representative haplotype of the Spanish mitochondrial
lineage. However, M-A/S-F Cyt b has a more limited geographi-

Table 5

Relation of individuals in which it has been possible to sequence both markers with indication of the haplotypes ITS and Cyt b found associated

Specimen code ITS Cyth Geographical location (number in Fig. 1)
ITS haplotype Cyt b haplotype mt lineage

P-17 S-A/M-B S-A 1 Las Caballerizas (7)

P-46 S-B S-A 1 Las Caballerizas

P-50 S-A/M-B S-C 1 Las Caballerizas

P-52 S-A/M-B S-B 1 Las Caballerizas

AM-2 S-A/M-B S-A 1 Almachar (5)

AM-3 S-A/M-B M-A/S-F 1 Almdchar

T™-1 S-A/M-B M-A[S-F 1 Torvizcon (4)

™-3 S-A/M-B M-A[S-F 1 Torvizcon

T™-8 S-A/M-B S-A 1 Torvizcon

P-137 S-A/M-B S-A 1 Sant Just Desvern (2)

P-143 S-A/M-B S-D 1 Sant Just Desvern

P-184 S-A/M-B S-A 1 Sant Jaume de Llierca (1)

RT-2 S-A/M-B S-A 1 Riotinto (8)

MA-1 S-A/M-B M-A[S-F 1 Taounate (10)

MA-2 S-A/M-B M-C 1 Taounate

MA-9 S-A/M-B M-E 1 Taounate

MA-14 M-A M-G 1l Dar Bachir (11)

MA-16 M-A M-G 1 Dar Bachir

MA-17 M-A M-F 1 Dar Bachir

MA-18 M-A M-] v Dar Bachir

MA-20 M-C M-H 1 Dar Bachir
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cal range in Spain, being found only in two southern locations
(Almdchar and Torvizcén) and in one from the northeast (Sant Just
Desvern).

All the Spanish populations studied in the present work in which
both markers have been studied shared some haplotypes (ITS or Cyt
b or both) with the specimens coming from Moroccan populations
and two of the Spanish populations (Almachar and Torvizcén) sit-
uated in the south of the country shared the same combination of
ITS-Cyt b as the Moroccan from Taounate (Table 5). Conversely, the
Moroccan population from Dar Bachir does not share any of the
haplotypes present in Spain nor from the other Moroccan localities
analysed by us. This location is situated in the south of Morocco far
from the other two.

In Morocco, cutaneous leishmaniasis due to L. tropica is endemic
in the south and emergent with epidemical character in several

points of the north and the centre (Guessous-Idrissi et al., 1997).
Yahia et al. (2004) identify in Morocco 3 mt DNA lineages of P. ser-
genti. These lineages, and some of the haplotypes, are similar to the
ones identified by us in Morocco. Our lineage Il coincides with
the so-called “Taza lineage” of Yahia et al. (2004) that is found
in all the three Moroccan foci of CL researched by the authors.
Lineage I is an exclusively Spanish lineage and for this reason it
does not have any similarities with the ones found by Yahia et al.
(2004).

The presence in Spain of a mitochondrial lineage of P. sergenti
typically Spanish together with another one common in Morocco
where the ACL is endemic and/or emergent could have important
epidemiological consequences. It will be necessary to find out if
there are or are not differences in the vectorial capacity between
these two lineages of P. sergenti.

(a) MA15 P. longicuspis
—————— M-J Cytb
LINEAGE IV
S-B Cytb
100%
LINFAGE | S-CCytb
S-DCytb
60%
62,3% S-ACytb
S-ECytb
M-I Cytb
99,9%
99,8% LINEAGE Il M-G Cytb
M-HCytb
M-F Cytb
LINEAGE Il M-C Cytb
S-GCytb
M-B Cytb
M-E Cytb
M-AS-F Cytb
MD Cytb
100

Fig. 3. Phylogenetic trees based on mtDNA Cyt b sequence data and obtained by distance analysis—F84 model with a UPGMA method of clustering (a) and maximum
parsimony method (b). Phlebotomus longicuspis is used as an outgroup. The numbers above the branches are bootstrap percentages (1000 replications) for clades supported

above the 50%.
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(b) MA15 P. longicuspis
———————— M b
LINEAGE IV O
M-A/S-F Cyt b
i M-D Cytb
M-E Cytb
—————— MFCytb
LINEAGE Il 53.7% y
58,5%
51,3% ° S-GCytb
M-B Cytb
73‘0%;
M-C Cytb
S-C Cytb
0,
52.2% S-ACytb
LINEAGE |
S-DCytb
4 S-ECytb
S-BCytb
M-1Cytb
LINEAGE I | M-G Cytb
M-H Cytb
100

Fig. 3. (Continued ).
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3.2. Articulo 2: Genetic structure of Phlebotomus (Larroussius) ariasi
populations, the vector of Leishmania infantum in the western

Mediterranean: Epidemiological implications.

Estructura genética de las poblaciones de Phlebotomus (Larroussius) ariasi,
vector de Leishmania infantum en el oeste mediterraneo: Implicaciones

epidemiologicas.

Franco F.A.L., Morillas-Marquez F., Barén S.D., Morales-Yuste M., Galvez R., Diaz V., Pesson
B., Alves-Pires C., Depaquit J., Molina R., Odette Afonso M., Gallego M., Guernaoui S.,

Bounamous A., Martin-Sanchez J.

International Journal for Parasitology (2010); 40(11): 1335-46.

Factor de Impacto: Afio de publicacidn - 3’822 1% cuartil (4/32 en Parasitology).
Actual - 3’637 1% cuartil (6/35 en Parasitology).

Resumen: En los ultimos afios ha habido un creciente interés en el analisis de las
variaciones geograficas entre poblaciones de diferentes especies del género
Phlebotomus mediante la comparaciéon de las secuencias de varios genes. Sin
embargo, se sabe poco sobre la estructura genética de Phlebotomus ariasi. En este
estudio, hemos sido capaces de secuenciar un fragmento del gen mitocondrial Cyt b
en 133 flebotomos identificados morfolégicamente como P. ariasi y procedentes de
una amplia area geografica que abarca 35 localidades en 11 regiones diferentes de
cinco paises. La diversidad intraespecifica de P. ariasi es alta, con 45 haplotipos
diferentes entre si por 1-26 bases, y se distribuye en dos lineas mitocondriales, una
limitada geograficamente a Argelia y la otra ampliamente dispersa en los paises

mediterraneos. La linea de Argelia se caracteriza por tener 13 polimorfismos fijos y se
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compone de un unico haplotipo. La linea Europea/Marroqui de P. ariasi se caracteriza
por estar compuesta por una gran diversidad de haplotipos (44) que muestran alguna
estructuracion geografica. Este podria ser uno de los multiples factores implicados en
la heterogeneidad epidemioldgica de los focos de leishmaniasis. Phlebotomus chadlii
es el grupo hermano de los P. ariasi Europeos/Marroquis. La separacion del haplotipo
argelino, H45, del resto de los especimenes, P. ariasi Europeos/Marroquis y P. chadlii,

estd bien soportado por el analisis de bootstrap.
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In recent years there has been growing interest in analyzing the geographical variations between popu-
lations of different Phlebotomus spp. by comparing the sequences of various genes. However, little is
known about the genetic structure of Phlebotomus ariasi. In this study, we were able to sequence a frag-
ment of the mitochondrial Cyt b gene in 133 sandflies morphologically identified as P. ariasi and proceed-
ing from a wide geographical range covering 35 locations in 11 different regions from five countries. The
intra-specific diversity of P. ariasi is high, with 45 haplotypes differing from each other by one to 26 bases
and they are distributed in two mitochondrial lineages, one limited geographically to Algeria and the
other widely dispersed across Mediterranean countries. The Algerian lineage is characterized by having
13 fixed polymorphisms and is made up of one sole haplotype. The European/Moroccan P. ariasi lineage

Keywords:
Phlebotomus (Larroussius) ariasi
Genetic structure

Populations

Mitochondrial gene Cyt b is characterized by being made up of a great diversity of haplotypes (44) which display some geograph-
Haplotypes ical structuring. This could be one of the multiple factors involved in the epidemiological heterogeneity of
Lineages the foci of leishmaniasis. Phlebotomus chadlii is the sister group of European/Moroccan P. ariasi. The

Leishmania infantum
Phlebotomus chadlii

separation of the Algerian haplotype, H45, from the rest of the specimens, European/Moroccan P. ariasi
and P. chadlii, is well supported by the bootstrap analysis.
© 2010 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction 1999). Volf and Myskova (2007) proposed a classification of ‘permis-

sive’ and ‘specific’ vectors, according to whether or not they support

Leishmaniasis represents a group of extremely diverse diseases —
bothin clinical and epidemiological terms - which are considered by
the World Health Organization (WHO) to constitute a serious public
health risk (Desjeux, 2004). Approximately 70 sandfly (Phlebotomus)
spp. transmit more than 20 spp. of Leishmania and other pathogens
such as Phlebovirus in areas which vary from wet tropical forest to
desert, with altitudes ranging from sea level up to high mountains.
Not all sandfly species can transmit any Leishmania spp., there being
some cases in which a zoological specificity exists between the
Leishmania spp. and the sandfly subgenus (Léger and Depaquit,

* Note: Nucleotide sequence data reported in this paper are available in the
GenBank™ database under the Accession Nos. x-X.
* Corresponding author. Tel.: +34 958 242094; fax: +34 958 243862.
E-mail address: joaquina@ugr.es (J. Martin-Sanchez).

the development of multiple Leishmania spp., a factor which would
be related to the attachment of the parasite to the sandfly midgut
through lipophosphoglycan (LPG) receptors or other lectin-like
mechanisms which are independent of LPG.

In countries of the western Mediterranean Basin, Leishmania
infantum is the only species responsible for visceral leishmaniasis
and is a significant cause of cutaneous leishmaniasis. The vectors
of L. infantum mainly belong to the subgenus Larroussius (La). Phle-
botomus (La) perniciosus, Phlebotomus (La) ariasi, Phlebotomus (La)
perfiliewi, Phlebotomus (La) neglectus, Phlebotomus (La) tobbi and
Phlebotomus (La) langeroni are proven vectors of L. infantum, whilst
it is suspected that Phlebotomus (La) longicuspis also plays a role
(Maroli et al., 1987, 1994; Léger et al., 1988, 2000; Doha and Saeta,
1992; Martin-Sanchez et al., 1994, 1996; Guilvard et al., 1996). The
sympatric coexistence of several of these species is common in the

0020-7519/$36.00 © 2010 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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various different foci of infection, with the bioclimatic characteris-
tics of the area and altitude greatly influencing their density and
abundance, and therefore also their relative significance as vectors
of L. infantum (Rioux et al., 1980; Morillas-Mdrquez et al., 1983;
Lucientes-Curdi et al.,, 1991; Afonso et al., 2001; Aransay et al.,
2004; Guernaoui et al., 2005).

Studies on the flight range of adult P. ariasi indicate that this is
limited to a maximum radius of 2.2 km, with no evidence having
been found to suggest that they make use of wind currents to assist
them in their travels. Furthermore, the maximum flight speed of
P. ariasi has been estimated in the range of 2.3-2.5 km/h, some-
what less than half the estimated flight speed for various species
of African Anopheles and Mansonia. It has been suggested that the
sandfly also contributes to the spread of the etiological agent of
leishmaniasis (Killick-Kendrick et al., 1984). Like other sandfly spe-
cies, P. ariasi is an opportunistic species in its choice of host, so the
proportions of blood meals taken from different mammals varies
according to their availability at each capture site, although it ap-
pears to have a preference for dogs over humans (Guy et al.,
1984; Alexander and Maroli, 2003).

Phlebotomus (La) ariasi is present in Algeria, Spain, France,
Morocco, Portugal and Tunisia; in Italy it has only been found in

the north (Rioux et al., 1964; Croset et al., 1978). Maximum densi-
ties for this species are associated with the coolest and most humid
Mediterranean bioclimatic zone (supra-Mediterranean) (Aransay
et al., 2004), although they have also been found in semi-arid Med-
iterranean bioclimates (Morillas-Marquez et al., 1991).
Phlebotomus chadlii has been described from male specimens in
Tunisia, in the Gafsa area, located in the semi-arid Mediterranean
bioclimate (Rioux et al., 1966). Recent descriptions have been
made of the female from Tunisia (Chamkhi et al., 2006), in Bahra,
in the Kef area, also in a semi-arid Mediterranean bioclimate. Phle-
botomus ariasi has also been observed in Tunisia in the sub-humid
and semi-arid Mediterranean bioclimates (Croset et al., 1966).
Despite this wide geographical range, very little is known about
the population structure of P. ariasi, although limited studies have
been performed by analysis of cuticular hydrocarbons, isoenzymes
and random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Kamhawi et al.,
1987; Pesson et al., 1991; Martin-Sanchez et al., 2000). Compara-
tive analysis of sequences of mitochondrial genes such as cyto-
chrome b (Cyt b) has provided useful markers for intra-specific
variability in studies on P. perniciosus, Phlebotomus sergenti and
Phlebotomus papatasi (Esseghir et al., 2000; Pesson et al., 2004;
Hamarsheh et al., 2007; Bar6n et al., 2008). Knowledge of the

Table 1

Geographical origin and other data on the 133 Phlebotomus ariasi for which the extreme 3’ end of the Cyt b gene was sequenced. Three males of Phlebotomus (Larroussius) chadlii

were caught in Ain Zaatout (two) and Nara (one), Aurés region, Algeria.

Number and sex Country, region and location (province) Months/year Latitude Longitude Altitude (m) Method of capture
Portugal

4M Alto Douro, Freixo de Espada a Cinta September/1992 41°05' N 6° 54 W 275 CcDC

4M Alto Douro, Nagozelo do Douro August/1997 41° 11N 7°25' W 391 CDC

™ Arrdbida, Lapa do gato October/2008 38°27'N 9° 00’ W 266 Electrical aspirator

™M Arrabida, Lapa do gato October/2009 38°27'N 9° 00 W 266 Electrical aspirator

™ Arrabida, Lapa do gato June/1989 38°27' N 9° 00’ W 266 Electrical aspirator
Spain

™M Andalucia, Aracena (Huelva) April-October/1995 37°54' 0" N 6° 33’ 00" W 730 Sticky trap

1F Andalucia, Rio Tinto (Huelva) June-October/1995 37°41' 00" N 6° 35' 00" W 415 Sticky trap

1M and 1F Andalucia, Valdelamusa (Huelva) August/2002 37°47' 08" N 6°52' 18" W 535 CDC

5F Andalucia, Benamahoma (Cédiz) July/2003 36° 45 52" N 5°27' 57" W 500 CDC

1F Andalucia, Sierra Montejaque (Mélaga) July/2003 36° 44’ 00" N 5°15' 00" W 700 cDC

2F Andalucia, Busquistar (Granada) June/2006 36°56' 17" N 3°17' 37" W 1100 Sticky trap

1F Andalucia, Calahonda (Granada) November/2008 36°42' 32" N 3°23'43" W 50 Sticky trap

2F Andalucia, Castaras (Granada) August/2002 36° 55 53" N 3°15' 14" W 1010 CDC

3M and 2F Andalucia, Gualchos (Granada) November/2008 36° 44 20" N 3°23' 41" W 425 Sticky trap

5M Andalucia, Giiejar Sierra (Granada) July-October/2008 37°09' 25" N 3°25' 54" W 1100 Sticky trap

1F Andalucia, Hoya Pedraza (Granada) July-October/2008 37°06' 52" N 3°26' 27" W 2060 Sticky trap

M Andalucia, Las Sabinas (Granada) July-October/2008 37° 08’ 00” N 3°25' 54" W 1650 Sticky trap

1F Andalucia, Soportujar (Granada) June/2006 36° 55 41" N 3°24' 11" W 950 Sticky trap

2F Andalucia, Trevélez (Granada) June/2002 36° 59’ 43" N 3°16' 19" W 1475 Sticky trap

1F Andalucia, Venta de Tarugo (Granada) July/2006 36° 50 00" N 3°12' 51" W 1080 cDC

™ Murcia, Verdolay July/2003 37°56' 00" N 7°55' 00" W 70 cbC

3M Madrid, Canencia May-November/2008 40°55'1,9" N 3°44' 26" W 1141 Sticky trap

™ Madrid, Guadalix de la Sierra May-November/2008 40° 47' 0.9" N 3°42'5" W 842 Sticky trap

™ Madrid, Paredes de Buitrago May-November/2008 41°0'30” N 3°34' 12" W 1030 Sticky trap

6M Madrid, San Lorenzo del Escorial May-November/2008 40°35' 3" N 4°10' 329" W 1028 Sticky trap

9M Madrid, Peguerinos May-November/2008 40° 37" 59" N 4°14' 229" W 1351 Sticky trap

™ Madrid, Soto del Real May-November/2008 40° 45' 15" N 3°47' 319" W 921 Sticky trap

8M Madrid, Santa Maria de la Alameda May-November/2008 40°34' 18" N 4°16' 18" W 1146 Sticky trap

6M and 2F Catalufia, Sant Jaume de Llierca July/2002 42°12' 5" N 20361257 E 200 CDC
France

3M Bouches du Rhone, La Valentine July/2007 43°18 19" N 5229/ 27 E 120 cDC

4F Gard, Mas-Saint-Loup August/1998 43° 59 20" N 3°39'48" E 249 cbC

3Fand 1M Gard, L' Auméde August/1998 43° 58’ 36" N 3°40' 10" E 440 (h/

2M and 2F Gard, Suméne July/2007 43 °59' 02" N 3°42' 58" E 210 CbC

4M and 3F Hérault, Roquebrune August/1998 43°29' 47" N 3°01'40" E 80 cDC
Morocco

10M and 6F Marrakech, L' Oukaimeden 2009 31°12' 21” N 7251ESTEW. 2613 cDC
Algeria

2M Aurés, Ain Zaatout September/2007 35° 08’ 25" N 5°49' 49" E 930 cDC

1F Aurés, Menaa September/2007 35°10' 00" N 59 59/:59E 910 cbC

F, female; M, male.
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biogeography and genetic relationships between populations of
P. ariasi may help to achieve a greater understanding of the signifi-
cance of this species in the epidemiology of leishmaniasis caused
by L. infantum. It is characterized by patchy distribution in the form
of micro-foci, among which there are marked differences in the
prevalence/incidence of the canine and human diseases (Marty
et al., 2007; Martin-Sanchez et al., 2009). Moreover, the existence
of races - or even sibling species - which are only distinguishable
via molecular methods, could also influence the vectorial capacity
of P. ariasi. In this study, we use analysis of the Cyt b gene sequence
in order to examine the genetic diversity within and between
P. ariasi populations and analyze its epidemiological implications.

2. Materials and methods
2.1. Study areas

The geographical locations from which sandflies were sampled
are shown in Table 1 and Fig. 1.

2.2. Collection and morphological identification of specimens

Sandflies were captured with Centers for Disease Control
(CDC) light traps, electric aspirators or sticky traps and preserved
in liquid nitrogen at —20 °C or in 70% alcohol until morphological
and molecular identification occurred. They were slide-mounted
in Berlese fluid following dissection and morphologically identi-
fied based on external and internal characters of the head and

genitalia according to the keys of Gil Collado et al. (1989) and
Gallego et al. (1992). To differentiate between P. ariasi and
P. chadlii we followed Rioux et al. (1966), Croset et al. (1966)
and Chamkhi et al. (2006) and proceeded as follows: (i) for
males: the morphology of the aedeagus is quite similar in both
species so it was not selected for the identification of specimens.
We identified the specimens by comparison of the number of se-
tae on the coxite: 16-32 hairs in a tuft for P. ariasi versus 37-90
hairs in a group for P. chadlii. (ii) The identification of females
was based on several characters of the spermathecae: the thin
distal part of the spermathecal ducts is very short in P. chadlii
(1/4 of the duct length), and longer for P. ariasi. The basal en-
larged part of the spermathecal ducts resembles a net in P. ariasi
and is smooth in P. chadlii (Fig. 2).

2.3. Sandfly DNA extraction

The DNA of each specimen morphologically identified as P. ari-
asi or P. chadlii was extracted from the thorax and the attached
anterior abdomen, using the RealPure kit for genomic DNA extrac-
tion from REAL (Spain; Ref RBMEGO1). The precipitated pellet was
resuspended in 20 pl of bi-distilled water and kept at —20 °C until
use.

2.4. PCR amplification

PCR was used to amplify a fragment containing the 3’ end of the
mitochondrial gene Cyt b following the methodology described by
Esseghir et al. (1997). For the specimens in which this PCR did not

Héraujt Gard

Bouches du Rhéne

Catalufia

Hap
[ Hapl 1
[ Hapl 10
[ JHapi 15
[ Hapl 22
- Hapl 36

=05 e 9 U |

Fig. 1. Map of the area showing the geographical distribution of the different capture locations and the diversity of Phlebotomus ariasi haplotypes identified in this study. Only

the five most frequent haplotypes of European lineage are shown.
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Fig. 2. Comparison of the number of setae on the coxite (arrow) for Phlebotomus chadlii (A and B) and Phlebotomus ariasi (D and E) males. The morphology of the aedeagus
(arrows) is quite similar in both species (C, F, respectively). Spermathecal ducts (a) and basal enlarged part of the spermathecal ducts (b) in P. ariasi (G and H). We have not

identified any female P. chadlii.

work, an internal fragment was amplified with the newly designed
primers ParRe 5'CTCGATTTCGTTATGATA3’' and ParFw 5'CCTA-
TGCTATTTTACGTT3' under the following conditions: an initial
denaturation at 94 °C for 5 min; followed by 30 cycles at 94 °C
for 30s, 43 °C for 30's, 72 °C for 1 min 30s; and a final extension
at 72 °C for 5 min. On occasions, a nested-PCR had to be performed,
which was carried out with 2 pl of the product of the first PCR
using the same combination of primers and conditions as for the
first PCR. Several precautions were taken to avoid cross-contami-
nation between samples, including the use of separate rooms for
DNA extraction processes, mixing of reagents for PCR excluding
DNA and development of results; as well as dividing reagents into
small aliquots, frequent glove changes and the use of negative con-
trols in approximately 30% of the DNA extraction processes (a tube
containing water) and in all PCR amplification processes (a tube
containing no DNA).

2.5. Sequencing and comparative sequence analysis

PCR products were directly sequenced in both directions using
the primers used for DNA amplification. Sequences were edited
and aligned to identify haplotypes (= unique sequences) using
Clustal-X version 1.81 software and manually adjusted, if neces-
sary. When sequence ambiguities were found, we repeated the

amplification and sequencing process in both directions. Phyloge-
netic analysis was performed using PHYLIP version 3.65 (http://
evolution.genetics.washington.edu/phylip). A P. (La) neglectus male
from the Drama area in Greece, and a P. (La) longicuspis from
Morocco were used independently as outgroups. We used the
bootstrap as a measure of support or stability of the clades; to
be considered sufficiently robust the clades had to have a boot-
strap percentage greater than or equal to 50%. The phylogenetic
analysis was carried out using two different methods, parsimony
analysis and analysis based on distance matrices; for the latter
we used the F84 model of nucleotide substitution (the default
method) with both neighbor-joining (NJ) and unweighted pair-
group method using an arithmetic average (UPGMA) methods
of clustering. The F84 model incorporates different rates of tran-
sition and transversion, and different frequencies of the four
nucleotides; in addition to this, where one or both sequences
contain at least one of the other ambiguous codons such as Y,
R, etc., the program performs a maximum likelihood calculation.
We carried out ordinary parsimony analysis using the DNAPARS
program, which searches for the most parsimonious tree via a
heuristic algorithm; in this analysis, codon positions were un-
weighted and transitions and transversions are also equally
weighted. For intra-specific analyses, statistical parsimony in
TCS (version 1.21) software was used. TCS is a Java computer
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program to estimate gene genealogies including multifurcations
and/or reticulations (i.e. networks) (Clement et al., 2000); this
program classifies ambiguous positions as lost data.

3. Results
3.1. Sandfly species collected

Relative density and abundance values for P. ariasi and P. perni-
ciosus in the different geographic locations were determined. Three
males of P. (La.) chadlii were caught in Ain Zaatout (two) and Nara
(one), Aurés region, Algeria (semi-arid Mediterranean bioclimate)
in sympatry with P. perniciosus and P. ariasi or P. longicuspis,
respectively.

3.2. Comparative sequence analyses

In the 133 P. ariasi and three P. chadlii specimens sequenced,
PCR amplification of the 3’ end of the Cyt b gene produced a band

Table 3

of approximately 500 bp in the agarose gel. Having sequenced,
compared and deleted the bp most closely located to the primers,
we worked with a sequence of 467 bp.

Comparative analysis of sequences allowed us to identify 45
P. ariasi haplotypes (Table 2) defined by 56 polymorphic sites
(Table 3). Twenty sites were found to be parsimony informative,
occurring in more than one haplotype. The two P. chadlii haplo-
types identified differed only at position 208, being an A/G transi-
tion. P. chadlii differs from P. ariasi H10 by 15 bp (eight transitions,
four transversions and three indels) and from P. ariasi H45 by 25 bp
(17 transitions, five transversions and three indels).

All of the sequences are available in GenBank under Accession
codes HM131079-HM131125. The AT content of the sequences is
78%, similar to that indicated for other Phlebotomus spp. We used
the program ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nig.gov/gorf/or-
fig.cgi) to analyze the sequences of the 45 haplotypes. The program
recognized within all of them open reading frame (ORF) regions
with up to six stop codons; the first stop codon appears at position
292 in all sequences except haplotype 32. Given that we only

Haplotypes identified in the Phlebotomus ariasi and Phlebotomus chadlii populations studied. Alignment of the 64 polymorphic positions identified in the amplified 467 bp

fragment of the Cyt b gene. Only polymorphic sites are shown.

Haplotype

Variant character position

*Groups

111111111112222222222222222222223333333444444444
0112223445668899112445999990223344556668889999991445578012223446
4033587139145617357378013698492517460452343467895293557523696193

HO1 TCTGAAAGTCATAAAACTCGTTATCTTAGCCCCTCTACTTTCCTATCTAGCATTTTAAATGTTT IV

HO2 (¢ v
HO3 G v
HO4 G v
HOS A v
HO6 (5> w ¥ v
HO7 C A v
HO8 (o v
HO9 c T A c c v
H10 EE (5 T I
H11 T A (& T C I
H12 I G C (52 T I
H13 T ¥ C T I
H14 ST (o} T M I
H15 T T c T I
H16 LS S L (5] T I
H17 T T (e T I
H18 T T G C C TT I
H19 C GT T c (&5 T II
H20 C GT c T II
H21 CANT: (= T fed azit
H22 el T (5 T IT
H23 ¢l T W c 1k II
H24 c T T L6 T II
H25 (o7 E A C 1 II
H26 cC T (e] T (05 1535
H27 T A (%] T 2] I1I
H28 T C W K [0 T (¢} III
H29 cC T T C T II
H30 G c (e T < II
H31 G C i ¥ B
H32 G T K © T II
H33 €T C c T IT
H34 A T Cc T II
H35 YT (e T II
H36 T A G (o4 T () III
H37 T A G TC T (o] III
H38 . A i G (& T c III
H39 GT A G (e T (¢! III
H40 T G G c T c III
H41 gt G G SRV @ III
H42 ! G G (¢; ik C Y III
H43 T C G C T Cc III
H44 T C TA G G C T CG T
H45 CT AT CA C AT AT Cc (e} TC € € G ACG
€bl C ¢ Cc G C GT & ===GT
Cb2 C C Cc G CGT GT ==—CI

H = haplotype (1-45).

2 Groups (1,11, Il and 1V) separated in the phylogenetic tree presented in Fig. 3. The sequences of haplotypes H06, H14, H16, H23, H28, H32, H35 and H41 have been confirmed

twice in both directions. CD1 and CD2 are P. chadlii haplotypes. Y=Cor T, W=AorT,M=CorA,S=CorG,K=T or G.
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H-22 AND, MAD, CAT (SP); BRH, GARD, HER (FR) [T

H-29 BRH (FR) [

H-20 GARD (FR) I

H-19 AND (SP) [

H-21 GARD (FR) 1]

H-23 GARD (FR) -1

H-25 GARD (FR) [

H-24 GARD (FR) [

H-32 GARD (FR)

H-31 GARD (FR) (3
H-26 BRH, GARD, HE (FR) [
H-30 GARD (FR) [

H-33 AND (SP) [

H-35 CAT (SP) il

H-34 MAD (SP) 1)

H-13 MAD (SP) 1
H-14 MAD (SP) T
H-15 MAD (SP) 10
H-16 MAD (SP) ]
H-12 AND (SP) 1
H-11CAT (SP); HE (FR) 1
H-10 ALD, ARR (PO); CAT, MAD (SP); MAR (MO) =]
H-17 MAD (SP) 1
H-18 MAD (SP) 1)
H-36 AND, MUR (SP) m
H-37 AND (SP) m
H-38 AND (SP) m
H-38 AND (SP) m
516% H-41ALD (PO) m
H-42 AND (SP) m
H-40 AND (SP) m
H-43 AND (SP)
H-44 ALD (PO) m
H-28 ALD (PO) m

H-27 AND (SP) m

H-45 AUR (AL)

—100

MAR, Marrakech; (MO, Morocco); AUR, Aurés; (AL, Algeria).

sequenced the 3' end of Cyt b, it is logical that we did not find any
start codons. An analysis performed with the BLAST program con-
firmed the similarity of our sequences to the sequences of the Cyt b
3’ region of other sandfly species (similarity always greater than
98%) and other insects such as Aedes albopictus (97%).

3.2.1. Inter-specific analyses

Using P. longicuspis as an outgroup, the topology of the trees con-
structed with both distance analysis methods (UPGMA and NJ) and
maximum parsimony (MP) analysis are very similar (Figs. 3 and 4,
UPGMA tree not shown). Phlebotomus chadlii is the sister group of
European/Moroccan P. ariasi (bootstrap values from 50.3% to
91.5%). The separation of the Algerian haplotype, H45, from the rest
of the specimens is also well supported by the bootstrap analysis
(51.1-96.6%). When we used P. neglectus as an outgroup, the trees
constructed with UPGMA and MP were congruent with the three
previous ones, whilst the one obtained with NJ identified P. chadlii
as a sister group of both lineages of P. ariasi.

3.2.2. Intra-specific analyses

The European and Moroccan haplotypes are structured in
UPGMA and N]J trees into four groups (I, II, Il and IV) (three in
the MP tree where I and III are mixed) with low bootstrap support;
H1, H10, H22 and H36 are incorporated into different groups, H10

H-2 GAT (SP) v
,_’—: H-3 AND (SP) [ 1v
H-1 AND (SP); HER (FR) v
w

H-4 AND (SP)

H-G ALD (PO) [ 1¥

e I i A
P. chadli-2 AUR (AL)

Fig. 3. Phylogenetic tree based on mtDNA Cyt b sequence data and obtained by distance analysis - F84 model with a neighbor-joining method of clustering. Phlebotomus
longicuspis is used as an outgroup. The numbers above the branches are bootstrap percentages (1000 replications) for clades supported above the 50% level. AND, Andalucia;
CAT, Catalufia; MAD, Madrid; MUR, Murcia; (SP, Spain); BRH, Bouches du Rhéne; GARD, Gard; HER, Hérault; (FR, France); ALD, Alto Douro; ARR, Arrdbida; (PO, Portugal);

in group I, H22 in group II, H36 in group Il and H1 in group [V (Figs.
3 and 4). However, when a NJ, UPGMA or MP tree is constructed
using only the most frequent haplotypes from each of the four
groups, i.e. H1, H10, H22 and H36, the Algerian haplotype, the
two haplotypes of P. chadlii and P. longicuspis as an outgroup,
the bootstrap values obtained support the separation of all of
the branches (data not shown). The only exception is the low res-
olution in the separation of H10 from H36 with MP (data not
shown).

The Cyt b haplotype sequences were further subjected to anal-
ysis by statistical parsimony. This algorithm sorted the 136 se-
quences into three independent networks: two for P. ariasi and
one for P. chadlii. The program collapses sequences into haplotypes
and calculates the frequencies of the haplotypes in the sample;
these frequencies are used to estimate haplotype outgroup
probabilities, which correlate with haplotype age. In the network
of European and Moroccan haplotypes of P. ariasi, H10 is the oldest
ancestral haplotype (Fig. 5), from which the rest would have been
derived by mutation.

3.2.3. Analyses of the geographical distributions of specific P. ariasi
haplotypes

The most frequent P. ariasi haplotype is H10 (Table 2), repre-
senting 26% of the sandflies analyzed, which is distributed in
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639% H-16 MAD (SP) =3

1] nAPLOGROUPT

[CI] HAPLOGROUP It
HI  HAPLOGROUPIII
IV | HAPLOGROUP IV

H-15 MAD (SP) 1)
H-43 AND (SP) m
H-40 AND (SP) m
H-42 AND (SP) ' mi
H-41 ALD (PO) m

H-36 AND, MUR (SP) /i

H-37 AND (SP) m

H-38 AND (SP) m

H-39 AND (SP) i
H-44 ALD (PO) ' m

i

H-28 ALD (PO) m

H-27 AND (SP) m

H-12 AND (SP) m

53.0 % f H-13 MAD (SP) 1
H-14 MAD (SP) 1
H-10 ALD, ARR (PO); CAT, MAD (SP); MAR (MO) [CIT]
, H-18 MAD (SP) 11
L H-17 MAD gP EE
H-11CAT (SP); HER (FR) 11
H-26 BRH, GARD, HER (FR) 1]
= S33% H-30 GARD (FR) i
H-31 GARD (FR) i
543% { H-19 AND (SP) il

H-20 GARD (FR) 1)

H-33 AND (SP)

H-32 GARD (FR) 1]

H-23 GARD (FR) il

H-24 GARD (FR) [

H-21 GARD (FR) 11

H-22 AND, MAD, CAT (SP); BRH, GARD, HER (FR) [CiiT]

H-34 MAD (SP) [T

H-35 CAT (SP) i)

H-1 AND (SP); HER (FR) [ I¥

H-3 AND (SP) "IV

H-4 AND (SP) "IV

H-2 CAT (SP) I v

H-5 AND (SP) [ 1v

H-7 ALD (PO) v

H-6 ALD (PO) | 1v

H-9 ALD (PO) | v

H-8 ALD (PO) IV

99.0 %

P. chadlii-1 AUR (AL)

H-45 AUR (AL)

P.

Y '+

—10

P. chadlii-2 AUR (AL)

Fig. 4. Phylogenetic tree based on mtDNA Cyt b sequence data and obtained by the maximum parsimony method. Phlebotomus longicuspis is used as an outgroup. The
numbers above the branches are bootstrap percentages (1000 replications) for clades supported above the 50% level. AND, Andalucia; CAT, Catalufia; MAD, Madrid; MUR,
Murcia; (SP, Spain); BRH, Bouches du Rhone; GARD, Gard; HER, Hérault; (FR, France); ALD, Alto Douro; ARR, Arrabida; (PO, Portugal); MAR, Marrakech; (MO, Morocco); AUR,

Aurés; (AL, Algeria).

northern Spain (Catalufia and Madrid), Morocco and Portugal, both
in the Arrabida and in the Alto Douro region. The second most
frequent is haplotype 22, which makes up 17% of the sequences,
which is distributed around Spain (Andalusia, Catalonia and
Madrid) and in all of the French populations studied (Table 2).
These haplotypes are closely related and only have 1 bp difference:
a C/T transition at position 13 (Table 3). The next most common
haplotype is H36 (9%), with a geographical distribution limited to
the Spanish regions of Andalusia and Murcia. It differs from haplo-
type 22 by 4 bp: three transitions and one transversion (positions
13 C/T, 260 A/G and 387 T/C, and 115 T/A, respectively), and from
haplotype 10 by 3 bp: one transversion (T/A at position 115) and
two transitions (A/G at position 260 and T/C at position 387) (Table
3). Fig. 1 shows the most frequent haplotypes at each of the loca-
tions researched. Haplotype 44, identified in the Portuguese Alto
Douro region, differs by up to 11 bp from other haplotypes such
as H2, H3, H4 and H8, the latter also being from Alto Douro (Table
3)

In Algeria we identified a unique haplotype which was not
found in any other geographical area: haplotype 45, different in
21 nucleotides from H10 and in 22 from H22, the most frequent
haplotypes (Table 3).

4. Discussion

In recent years there has been growing interest in analyzing the
geographical variations between populations of different species of
Phlebotomus by comparing the sequences of various genes such as
the ribosomal ITS2 or the mitochondrial ND4 and Cyt b. Through
this we have widened our knowledge regarding the inter- and in-
tra-specific variation of these small dipterans and its potential
implications in the epidemiology of leishmaniasis. So, whilst P.
papatasi, the main vector of Leishmania major, is characterized by
poor geographical structuring (Esseghir et al,, 1997; Hamarsheh
et al., 2007, 2009; Depaquit et al., 2008), Paraphlebotomus sergenti,
the main vector of Leishmania tropica, is characterized by its high
diversity and its structuring into at least four mitochondrial
lineages, between which there may be differences in their vectorial
capacity (Yahia et al., 2004; Barén et al., 2008). With regard to
P. (La) perniciosus, the most widespread vector of L. infantum,
Esseghir et al. (1997) and Pesson et al. (2004) discovered the exis-
tence of two mitochondrial lineages, “the typical lineage”, found in
Morocco, Tunisia, Malta and Italy, and “the Iberian lineage” in
southern Spain, and subsequently also found in the rest of Spain
and France (Aransay et al., 2003; Perrotey et al., 2005). The above
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authors suggested that during the Pleistocene Ice Ages, P. pernicio-
sus survived in Europe in refugia in southern Spain and Italy, from
where there would have been a post-glacial dispersion.

Where P. (La) ariasi is concerned, the few studies in existence
appeared to indicate a certain heterogeneity and geographical
structuring in the populations of this vector species. In Cevennes,
southern France, Kamhawi et al. (1987) identified two different
populations within this species by analysis of cuticular
hydrocarbons, and in Andalusia, southern Spain, Martin-Sanchez
et al. (2000), used the RAPD technique to identify another two
populations associated with areas with different bioclimatic
characteristics.

In this study, we were able to sequence a fragment of the mito-
chondrial Cyt b gene in 133 sandflies morphologically identified as
P. ariasi and collected over a wide geographical range covering 35
locations in 11 different regions from five countries. We were un-
able to include specimens from Tunisia and the chances of finding
specimens from northern Italy were very low due to the scarcity of
this species (Maroli et al., 2008). The intra-specific diversity of P.
ariasi is high, with 45 haplotypes which differ from each other by
one to 26 bases (H44 x H45) and are distributed in two mitochon-
drial lineages, one of them limited geographically to Algeria and
the other widely dispersed across the rest of the Mediterranean
countries. The Algerian lineage is characterized by having 13 fixed
polymorphisms and is made up of one sole haplotype (H45).
According to the molecular calibration of speciation events in Phle-
botomus and Larroussius carried out by Esseghir et al. (1997), the
separation of these two genetic lineages of P. ariasi may have oc-
curred 4.7-2.7 million years ago, with the tectonic reorganization
of the eastern Mediterranean sub-region in the Pliocene, a period
which was also identified as the isolation point for P. perniciosus
and P. tobbi. In any case, the most surprising factor of all is the

HAPLOGROUP II

<H9 28
1
199
H20 29
~H21
54 115
4 140 2°
23 < 3
M 640§ |on 224 5
13

w ——_ 43
HAPLOGROUP I ~H18 264 7 1

intermediate position between these two P. ariasi genetic lineages
occupied by the species P. chadlii. Congruence between morpholog-
ical and genetic characters is the best guarantee we can have that
the relationship hypothesis we are working with is solid; however,
here this does not occur in the case of P. chadlii and the Algerian P.
ariasi genetic lineage. In principle, new species should only be
established when there is certainty that, in addition to there being
differences of a morphological nature, there are barriers of a struc-
tural, ecological or ethological nature which impede hybridization
with the species which are phylogenetically closest; evidently the
description by Rioux et al. (1966) of P. chadlii as a new species only
satisfies morphological criteria. On another note, we should also
consider the possibility of inter-specific mitochondrial introgres-
sion as the cause of this incongruence between the Cyt b phylogeny
and that based on morpho-taxonomy, although at present we can-
not confirm this as we have not studied any genes whose inheri-
tance involves recombination. Pesson et al. (2004) reported the
existence in the Moroccan Rif of inter-specific gene introgression
between P. perniciosus and P. longicuspis and a new sibling species.
At least two genes with different types of inheritance would need
to be sequenced in a larger number of P. chadlii individuals and
from the Algerian lineage of P. ariasi in order to confirm these pre-
liminary results.

The European/Moroccan P. ariasi lineage is characterized by
being made up of a great diversity of haplotypes (44) which display
a certain geographical structuring (Fig. 1). The greatest number of
haplotypes is found in Andalusia (Spain), with 16 haplotypes in 31
specimens, 13 of which are only found in this region. Madrid
(Spain) follows with nine, Alto Douro (Portugal) and Gard (France)
with eight, Herault (France) with six, Catalonia (Spain) with five,
Bouches du Rhén (France) with three and finally, Arrabida
(Portugal) and Marrakech (Morocco) with one. The nucleotide

HAP! b
5 s LOGROUP I
115
<
190 294
= 18
18

H10

HAPLOGROUP 111

P. chadlii |

=

Fig. 5. Parsimony network based on mtDNA Cyt b sequence data. The haplotype with the highest outgroup probability is displayed as a square, while other haplotypes are
displayed as ovals. The size of the square or oval corresponds to the haplotype frequency. Haplogroups I-1V coincide with groups I-IV separated in phylogenetic tree

presented in Fig. 3. CD1 and CD525 = CD2 are Phlebotomus chadlii.
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diversity of the species varies within each region, with minimum
values in Gard (France), where there is one base difference and
maximum values in Alto Douro (Portugal), where the haplotypes
show up to 11 base differences. In Andalusia (Spain), the haplo-
types differ by up to seven nucleotides.

Although the bootstrap values are low, the tree topology (Figs. 3
and 4) shows us how the 44 haplotypes of the European lineage are
divided into three to four groups or branches within which Anda-
lusian specimens are always represented, which would support the
argument that southern Spain acted as a refugium during the Pleis-
tocene Age and was the centre of post-glacial dispersion (Aransay
et al,, 2003). However, it has been argued that these traditional
phylogenetic methods are based on certain assumptions which
make them inappropriate for intra-specific studies but which
would, on the other hand, be well represented through network
approaches (Posada and Crandall, 2001) of the kind presented in
Fig. 5. In natural populations, the ancestral haplotypes are ex-
pected to persist in the population and to be sampled together
with their descendants. This means that the most frequent haplo-
types, i.e. H10, H22, H36 and H1, have probably been present in the
population for a long time, and around these a group of new mu-
tants has formed, which allows us to recognize the groups outlined
in the traditional phylogenetic trees (Figs. 2 and 3). In the network,
H10 is indicated as the oldest ancestral haplotype; its absence in
Andalusia contradicts the previous hypothesis, although H12 is in
fact present, one of the haplotypes probably derived from H10 by
mutation, which would reflect its presence in this region to a cer-
tain degree.

We were unable to detect any fixed polymorphisms which
could characterize any of these branches within the European line-
age, perhaps because the gene flow between adjacent populations
is high. A study performed with the RAPD technique confirmed an
effective migration rate on a scale of one to four between Iberian
populations of P. ariasi; Moroccan populations were very similar
to some of the Iberian ones (Gélvez-Segovia et al., 2001). Similarly,
the polymorphism of L. infantum in southern Spain, with 20 iden-
tified zymodemes, is the most widely recognized (Martin-Sanchez
et al,, 2004), The polymorphism of the vector in each focus of leish-
maniasis may be conditioning the polymorphism of the parasite.

The species P. ariasi is widely distributed across the Iberian Pen-
insula and, in general, shares its habitat with P. perniciosus under
sympatric conditions, sometimes acting together as vectors in the
same foci (Guilvard et al., 1996; Morillas et al., 1996). In this study,
P. ariasi was captured at altitudes ranging from sea level up to
2613 m and had a general tendency towards being captured at
greater altitudes in more southerly latitudes. Both species vary
greatly in relative abundance and density in the various locations
studied. The relative abundance of P. ariasi varied from 0.28% in
Rio Tinto, western Andalusia to 90.9% in Las Sabinas, in Sierra
Nevada, at an altitude of 1650 m. The highest density values were
detected in Freixo de Espada a Cinta, Alto Douro with 28.67
specimens/CDC trap/night and in Las Sabinas, Andalucia with
17.81 sandflies/m?. Likewise, in the French town of La Valentine,
P. perniciosus is the most abundant species and P. ariasi is in the
minority, whilst the relative importance of the two species is in-
verted in Suméne. However, these findings may have been influ-
enced by the fact that we were actively searching for locations in
which the species P. ariasi would be represented. Furthermore, we
are aware that the capture method may affect the number, sex ratio
and species of insect captured, and therefore also the distribution
values for a particular species (Lucientes-Curdi et al., 1991; Gillego
et al., 1992). In any case, there is no doubt regarding the vectorial
capacity of this species, which has been found infected by various
L. infantum zymodemes in Andalucia, Arrdbida, Catalufia, Alto
Douro, Gard-Cevennes, Niza-Alpes Maritimes, and Taounate
(Alves-Pires, 1984; Rioux et al.,, 1984; Izri et al,, 1992; Guilvard

etal.,, 1996; Morillas et al., 1996; Guessous-Idrissi et al., 1997; Prat-
long et al,, 2004; Marty et al., 2007), even in foci where it was scar-
cely represented. All of these foci of infection would involve the
European lineage of P. ariasi. To date in Algeria, P. ariasi has not been
identified as a vector of L. infantum, although both P. perniciosus and
P. perfiliewi have been found infected by various different zymode-
mes (Harrat et al., 1996). However, in this country, P. ariasi is a
probable vector of the Sicilian sandfly fever virus (Izri et al., 2008).

Sero-epidemiological studies carried out in endemic L. infantum
areas have highlighted the heterogeneous distribution of
canine leishmaniasis, with prevalences varying from 0% to 34.6%
(Acedo-Sanchez et al, 1996; Morillas et al., 1996; Fisa et al.,
1999). Likewise, the appearance of human cases is characterized
by patchy geographical distribution. Genetic divergence between
vector species can involve genes which affect vectorial capacity,
the best known example of this being anophelines, which vary dra-
matically in significance as vectors of malaria. Among sandflies,
Lutzomyia longipalpis is, without doubt, the most extensively stud-
ied species in terms of genetic variability and population structure;
it is the main vector of visceral leishmaniasis due to L. infantum (=
Leishmania chagasi) on the American continent and is thought to be
a complex formed by three or more sister species with different
vectorial roles (Yin et al., 2000; Arrivillaga et al., 2002). In our case,
and in light of the current knowledge, it is very difficult to establish
whether there may be differences in the vectorial capacity of L.
infantum between the various haplogroups of P. ariasi, or even be-
tween haplotypes, which may be responsible, at least to a certain
degree, for the epidemiological heterogeneity of the foci of leish-
maniasis in which they play a part, although this could be one of
the multiple factors involved.
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3.3. Articulo 3: Risk maps for the presence and absence of Phlebotomus
perniciosus in an endemic area of leishmaniasis in southern Spain:

Implications for the control of the disease.

Mapas de riesgo para la presencia y ausencia de Phlebotomus perniciosus en un
area endémica de leishmaniosis en el sur de Espana: Implicaciones para el

control de la enfermedad.

Bardn S.D., Morillas-Marquez F., Morales-Yuste M., Diaz-Sdez V., Irigaray C.,

Martin-Sanchez J.

Parasitology (2011); 138(10): 1234-44.

Factor de Impacto: Afio de publicacion - 2’961 1% cuartil (8/34 en Parasitology).
Actual — 2’355 29 cuartil (14/35 en Parasitology).

Resumen: El objetivo de este estudio fue la construccién de mapas de riesgo para la
presencia del vector dominante de Leishmania infantum, P. perniciosus, y se
comprobd su utilidad (a) para predecir el riesgo de la leishmaniosis canina y (b) para
definir medidas eficaces de control de la leishmaniosis. Se obtuvieron datos de la
presencia/ausencia de P. perniciosus en 167 puntos de muestreo en el sur de Espafia,
de la que también se recogieron una serie de datos ecoldgicos y climaticos. La
probabilidad de presencia de P. perniciosus se estimé como una funcion de estas
variables ambientales, y se generaron mapas de riesgo espaciales. La altitud, el uso
del terreno y las caracteristicas de los agujeros de drenaje (con o sin tubos de PVC) se
mantuvieron como los Unicos predictores de la distribucion de este vector. Las
caracteristicas de los agujeros de drenaje en muros de contencidn, con o sin tubos de

PVC, produjeron variaciones significativas en la probabilidad de presencia de P.
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perniciosus, que variaron de 2’3 a 91'8% en ausencia de tubos de PVC, y de 0,4 a
66,5% si todos los agujeros tuvieran tubos de PVC. Se concluyé que el uso de tubos

de PVC en los agujeros de drenaje podria ayudar a reducir la transmisidon de la

leishmaniosis.
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Risk maps for the presence and absence of
Phlebotomus perniciosus in an endemic area of leishmaniasis
in southern Spain: implications for the control of the disease
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SUMMARY

The aim of this study was to construct risk maps for the presence of the dominant Leishmania infantum vector, P. perniciosus,
and check its usefulness (a) to predict the risk of canine leishmaniasis and (b) to define effective leishmaniasis control
measures. We obtained data for the presence/absence of P. perniciosus at 167 sampling sites in southern Spain, from which
we also took a series of ecological and climate-related data. The probability of P. perniciosus presence was estimated as
a function of these environmental variables and generated spatial risk maps. Altitude, land use and drainage hole features
(with or without PVC piping) were retained as the only predictors for the distribution of this vector species. Drainage hole
features in retaining walls, with or without PVC piping, produce significant variations in the probability of P. perniciosus
presence, varying from 2-3 to 91-:8% if PVC piping is absent and from 0-4 to 66-5% if all holes have PVC piping. It was
concluded that the use of PVC piping in drainage holes could help to reduce leishmaniasis transmission.

Key words: Phlebotomus perniciosus, Leishmania infantum, environmental variables, spatial risk maps, control of
leishmaniasis.

INTRODUCTION 1986; Martin-Sanchez et al. 1994). They are found,
to a greater or lesser extent, almost throughout the
country, and their relative significance as vectors
depends on their abundance and density (Guevara-
Benitez et al. 1978; Morillas-Marquez et al. 1983; Gil
Collado et al. 1989). Transmission of the disease is
linked to the presence of the vector, whose distri-
bution is in turn closely related to ecological and
bioclimatic factors, thus being sensitive to environ-
mental changes related to human behaviour includ-
ing climate change (Rispail et al. 2002; Semenza and
Menne, 2009).

Leishmaniasis caused by L. infantum is endemic in
the province of Granada, with canine seroprevalence
values varying from 1:1-20-1% according to the bio-
climatic characteristics of the area (Martin-Sanchez
et al. 2009) and the existence of sporadic cases
of human leishmaniasis (Mufioz Hoyos et al. 1983).
P. perniciosus is the most abundant species of the
Phlebotomus genus and therefore the main vector
in this area (Guevara-Benitez et al. 1978; Morillas-
Marquez et al. 2010).

Nowadays, Geographical Position Systems (GPS)
and Remote Sensing (RS) are being used to obtain
geographical data for epidemiological purposes,
whilst Geographical Information Systems (GIS) are

In Spain, Leishmania infantum is the only species res-
ponsible for human cutaneous and visceral leishma-
niasis and also for canine leishmaniasis. Although
cases of infection have been reported in foxes (Fisa
et al. 1999), rats (Morillas-Marquez et al. 1985),
equines (Solano-Gallego et al. 2003), cats (Martin-
Sanchez et al. 2007) and some wild animals (Sobrino
et al. 2008), the role of reservoir is basically played by
the dog (Acedo-Sanchez et al. 1996; Alvar et al.
2004). Species of the Leishmania genus are trans-
mitted by nematocerous dipterans of the Phleboto-
midae family, from the Phlebotomus genus in the
Old World and the Lutzomyia genus in the
New World, displaying certain specificity between
the species of Leishmania and the subgenus of
sandflies which transmit it (Killick-Kendrick,
1990). In Spain, eleven different species of sandflies
have been identified (Gil Collado et al. 1989; Gallego
Berenguer et al. 1992; Conesa Gallego et al. 1999) and
2 proven Leishmania infantum vectors, Phlebotomus
perniciosus and Phlebotomus ariasi, which can act in
the same focus in sympatric conditions (Rioux et al.

* Corresponding author: Parasitology Department, Faculty
of Pharmacy, Granada University, Cartuja Campus S/N, z . .
18071 Granada, Spain. Tel: +34958242094. Fax: employed in order to visualize and analyse these
+34 958 243862. E-mail: joaquina@ugr.es spatial data. These tools are enabling us to study
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Risk maps in the control of leishmaniasis

environmental relationships and generate maps pre-
dicting the behaviour and distribution of certain
vector-borne diseases (Eisen and Lozano-Fuentes,
2009; Srivastava et al. 2009; Chamaillé et al. 2010;
Galvez et al. 2010). Our objective was to study the
environmental factors associated with P. perniciosus
presence in southern Granada in order to construct
risk maps for the presence and absence of the vector
in this province. The results obtained may help to
broaden our knowledge of the epidemiology of
leishmaniasis by determining the ecological patterns
followed by its main vector and provide us with a base
upon which to model and predict its distribution.
This could help us both to determine the focus of new
studies, and to design possible control programmes
for this disease, as it allows us to define in a more
rational way the most effective measures to be taken in
each area.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The south of the province of Granada is an area
which spans altitudes ranging from 0 to 3480 m in
the space of a few kilometres, thus enabling various
bioclimatic levels with different environmental and
vegetation features to exist within a narrow geo-
graphical range: Thermomediterranean, Mesomedi-
terranean, Supramediterranean, Oromediterranean
and Criomediterranean (Rivas Martinez et al.
1987). The Thermomediterranean level is defined
by an altitude of 0 to 700 m above sea level, with
warm temperatures in winter and an average annual
temperature of 17-19 °C, and rainfall of 200-300 mm
a year. The Mesomediterranean level sits at altitudes
of 600900 m, with rainfall of 600-1000 mm a
vear, and an average temperature of 13—17 °C. The
Supramediterranean covers altitudes of 900-1800 m
and an average annual temperature of 8-13 °C, with
an annual rainfall of 1000-1600 mm. The Oromedi-
terranean and Criomediterranean levels have average
annual temperatures of 4-8 °C and <4 °C respect-
ively, both with annual rainfall of >1600 mm. The
lower limits of the Oromediterranean level fall at
altitudes of between 1600 and 2000 m, depending on
the region, whilst the Criomediterranean level tends
to be at above 2700 m in this part of the Iberian
Peninsula.

Capture and morphological identification of the
sandflies

This study was carried out in the years 2004, 2006
and 2007. Adult sandflies were captured in the month
of July, which in our area is characterized by maxi-
mum richness of species and high densities of
P. perniciosus (Morillas Marquez et al. 1983). Sticky
traps ((A4 sized paper: 29:7 cm X 21 em) impregnated
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with castor oil) were placed for 4 days in typical
sandfly resting spots, such as the drainage holes in the
retaining walls of roads and houses. This capture
method and trap maintenance period minimizes false
negatives for P. perniciosus presence.

In total, 1694 sticky traps were placed in 167
sampling sites situated at various points in the south
of Granada province, such as the Granada coastline,
the Alpujarra, the Lecrin valley, and an altitudinal
transect from Motril, at sea level, to the University
Mountain Refuge in the Sierra Nevada, at an altitude
of 2500 metres (Fig. 1). The number of sticky traps
placed at each site varied from 5 to 14 per site, de-
pending on the availability of drainage holes in each
retaining wall.

Captured specimens were removed from the sticky
traps using 96% alcohol and were then conserved in
70% alcohol. After eliminating any remaining traces
of oil in a 5% detergent solution, they were placed
in Marc André solution and heated to boiling point
to clear the external cuticle of the sandfly, after
which they were kept at 37 °C for 2 days. Following
this they were mounted on slides under a cover-slip
using Berlese solution. Morphological classification
was carried out in accordance with Gil Collado et al.
(1989), and Gallego Berenguer ef al. (1992) via exam-
ination under an optical microscope, paying particu-
lar attention to the spermatheca in females and the
external genitalia in males.

Variables studied

Data were collected from each of the sampling sites
via GIS and notes made on-site with a Personal
Digital Assistant (PDA) for use as independent
variables. Abundance/density data for P. perniciosus
at the 167 sampling sites was reduced down to data
for the presence or absence of this vector, thus gen-
erating the dependent variable. Given that this can
only have values of 0 or 1, the multivariate statistical
technique chosen to estimate the probability of
occurrence of the event was logistic regression.

To standardize data collection in our fieldwork
with the PDA, we used the program Pendragon Form
v.5.0.7, through which a database was constructed for
use by the leishmaniasis group (EDEN-LEI) of the
EDEN project (Emerging Diseases in a changing
European environment, GOCE-2003-010284). The
following data were collected by this method:
location of sampling site (geographical coordinates),
number of traps placed and collected, meteorological
data (rain, wind) and ecological and environmental
factors (site relative to settlement, situation of site,
site category, aspect, shelter, water course, drainage
hole wall features, drainage hole features, hole
interior, wetness of holes, vegetation on wall, well
present, refuse bin present, bioclimatic level, pre-
dominant natural vegetation adjacent zone 0—100 m,
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Fig. 1. Map showing the 167 locations where traps were set with white and black dots for drainage hole with or without
PVC piping, respectively.

predominant natural vegetation nearby zone 100-—
1000 m, second predominant natural vegetation
nearby zone 100-1000m; predominant adjacent
land cover, second predominant adjacent land
cover; presence of different animals in the immediate
surroundings). Through GIS we obtained data for
altitude, land use (CORINE), slope, Normalized
Difference Vegetation Index (NDVI) and Land
Surface Temperature (LST), provided by the Junta
de Andalucia [Regional Government of Andalusia]
(http://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/
site/web/...) or the European EDEN network within
which this study was carried out.

Spatial statistical analysis and maps

Using the SPSS 15.0 software for Windows, uni-
variate logistic regression studies were carried out
with all the independent variables plotted against the
presence/absence of P. perniciosus as the dependent

variable. Particular attention was paid to the detec-
tion of collinearity and also interaction or confusion
between the independent variables through the
construction and comparison of different logistic
regression models. In the case of closely correlated
variables, we retained the one which was easiest to
represent on a map or the most significant one.
Continuous variables such as altitude or LST were
categorized, and categorical variables were re-cate-
gorized in the search for association with the
dependent variable. To construct the multivariate
model we used all the variables with P < 0-100 in the
univariate study.

In the final model, variables with P<0-05 were
retained. The variables which could not be rep-
resented in the map were included in the constant
of the predictive model. The maps for exposure to
P. perniciosus were generated with the software
package ArcGis 9.2, through the Raster Calculator
option, with which we were able to enter the
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Table 1. General data on capture and abundance/density of the two vector species, Phlebotomus perniciosus

and P. ariasi organized by bioclimatic level

(Pp, Phlebotomus perniciosus; Pa, Phlebotomus ariasi; other sp., other species of sandflies captured; Dens. PP, density of
P. perniciosus (no. P. perniciosus/m2); Dens. Pa, density of P. ariasi (no. P. ariasi/m2.)

Bioclimatic level Pp Pa Other sp. % Pp % Pa Dens. Pp Dens. Pa
Thermo-mediterranean 759 73 13199 541 0:52 1100 1:06
Meso-mediterranean 1381 130 12688 9-73 0-92 15-82 1-49
Supra-mediterranean 116 22 1641 6:52 1-24 3-87 0-73
Oro-mediterranean 0 0 10 0 0-00 0-00 0-00
TOTAL 2256 225 27538 7-51 0-75 11-03 1-10

multivariate statistical model obtained into the pro-
gram. This enabled us to interpolate precise data to
surfaces of risk and extrapolate it to a wider area,
which in our case is represented by the province of
Granada.

In order to check the usefulness of the spatial risk
model for the presence and absence of P. perniciosus
to predict the risk of leishmaniasis in the area, we
applied linear regression with the seroprevalence
of canine leishmaniasis in 14 localities in southern
Granada as the dependent variable and the estimated
average risk of presence and absence of P. perniciosus
in these localities as the independent variable.

RESULTS
Capture and species identification data

Of the 1694 sticky traps placed, a total of 1633 were
collected, representing a loss of 3:6%. We captured
30019 sandflies belonging to 6 different species: 5
of the Phlebotomus genus (P. perniciosus, P. ariasi,
P. papatasi, P. sergenti and P. alexandri) and 1 of the
Sergentomyia genus (S. minuta). Atleast 1 species was
captured in 154 of the 167 sites sampled (92:22%).
The most abundant species was .S. minuta (89-90%),
which was found in 151 of the 167 sites sampled
(90-42%), whilst P. alexandri is the least abundant
(0-003%) and least common, having been found
in only 1 site (0:60%) at the Thermomediterranean
bioclimatic level. A total of 2256 specimens were
classified morphologically as P. perniciosus, repre-
senting 7-51% of the total number captured. This
species has an average density of 11:03 Sﬂndﬁics/m2
and was present in 112 of the 167 sites sampled
(67-07%). Both males with typical bifurcated aedea-
gus and males with an incurved aedeagal tip were
classified as P. perniciosus (Pesson et al. 2004),
although the latter category only made up 0-13%
of the total number of cases. We identified 225
specimens (0-75%) of the species P. ariasi, which we
found in 55 of the 167 sites sampled (32:93%), with
an average density of 1-10 sandflies/m® (Table 1).
With regard to altitude, we captured S. minuta in this
study at 60-2490 m, P. perniciosus at 76—1534 m and
P. ariasi at 85-1694 m. P. perniciosus abundance is

highest in the Mesomediterranean (P < 0-005) with
9-70%. P. ariasi abundance is also greater in the
Mesomediterranean than in the Thermomediterra-
nean (P<0-001) but does not show statistically
significant differences with the Supramediterranean
(P=0-187). At the Oromediterranean level no speci-
mens of any vector species were captured.

Statistical study and construction of predictive models

Univariate logistic regression models were construc-
ted between the dependent variable (P. perniciosus
presence/absence) and each of the independent
variables, finding a notable number of associations
(Table 2). Some of the independent variables are
closely correlated and cannot be in the same multi-
variate model.

The multivariate logistic regression analysis shows
that the best predictors for P. perniciosus presence/
absence are altitude (a. 0-384 m, b. 385-768 m and
1154-1537 m, ¢. 769-1153 m, d. 1538-2691 m), land
use (a. other uses, b. urban area) and presence/
absence of PVC piping in the drainage holes of
retaining walls (a. plastic pipe, b. other holes). The
category of ‘other holes’ includes the following types
of holes: unlined, which was the most frequent,
having been found at 123 sites, and was initially used
as reference, brick lined (8 sites), cement pipe (5),
plaster lined (4) and other (2). As there was no
statistically significant difference in P. perniciosus
presence between each of the above types and the
unlined holes, they were all included within the
reference category.

The altitude and land use variables were obtained
via GIS and therefore could be used in the construc-
tion of the risk map, whilst the PVC piping variable
was recorded with the PDA and had to be included in
the constant of the model in order to be represented,
for which reason 2 different models were constructed,
one with and the other without this variable. In
Table 3 and Fig. 2 respectively, we can see the model
and the risk map for exposure to P. perniciosus
depending on the variables of altitude and land use,
without taking the type of drainage hole into account.
This map shows us the probability of finding this
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Table 2. Possible factors associated with the presence of Phlebotomus perniciosus in the Granada province,
southeast Spain: univariate analysis by logistic regression
(The elevation classification was based on the altitude ranges of the different bioclimatic levels and sublevels.)
Trapping Relative
Variable sites likelihood P
Bioclimatic level 167 — 0-132
Thermo-mediterranean 62 Ref —
Meso-mediterranean 73 2-407 0-022
Supra-mediterranean 24 2-027 0-189
Oro-mediterranean 8 0-000 0-999
Elevation 167 — 0-001
0-384m 39 Ref —_
385-768 m 52 2:579 0-034
769-1153 m 41 5-542 0-002
1154-1537m 24 2-850 0-066
1538-2691 m 11 0-095 0-032
Site relative to settlement 167 — 0-009
Within and edge of settlement 76 Ref —
Between settlement 91 2-407 —
Slope 167 0-044
0-15% 113 Ref —
16-33% 54 2-150 —_
Slope (continous variable) 167 1-061 0-020
Corine 167 0-002
Other land use 150 Ref. —
Urban zone 17 0-202 —
Land Surface Temperature (LST) 152 — 0-005
< 236 41 Ref —
237244 37 4197 0-005
24-5-25 37 4197 0-005
= 251 37 3-602 0-01
LST (continous variable) 152 1-751 0-000
Situation of site 167 — 0-02
Public road 133 Ref —
Other categories 34 0-400 —
Site category 167 — 0-005
Embankment drain holes above road 107 Ref —
Embankment drain holes below road 34 5-926 0-005
Other locations 26 0-574 0-207
Cats 167 — 0-085
Not seen 159 Ref —
Seen 8 0-275 —
Pigeon presence 167 — 0-056
Not seen 162 Ref —
Seen 5 0-574 —
Farm animals 167 — 0-081
Other animals 136 Ref —
Equines, cattle, sheep, pigs, goats and rabbits 31 2:347 —
Domestic birds 167 — 0-073
Other animals 157 Ref —
Chicken, duck, pigeon 10 0-302 —
All animals 167 — 0-070
Absence 102 Ref —
Presence 65 1-896 —
Refuse bin 167 — 0-008
No 135 Ref —
Yes 32 0-346 —
Shelter 167 — 0-017
Not sheltered 136 Ref —
Sheltered 23 0-332 —
Drainage hole features 167 — 0-000
PVC pipe 25 Ref —
Other hole 142 5-816 —
Unlined (123) + Brick lined (8) + cement pipe (5) + Plaster lined (4) + Other (2)
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Table 2. (Cont.)
Trapping Relative

Variable sites likelihood P

Principal vegetation (0-100 m) 167 — 0-026
Garrige shrubs 130 Ref —
Grove 22 1-101 0-851
None 8 0-248 0-065
Valley alder 7 0-069 0-015

Land cover 167 — 0-000
Garrigue shrubs, forest 49 Ref —
Arable 80 1-765 0-174
Gardens 31 0-243 0-004
Other 7 0-331 0-180

Aspect 165 — 0-100
S 42 Ref —
N 9 0-284 0-096
NE 4 1-:065 0-959
E 27 1-:014 0-981
SE 23 1-277 0-691
NwW 18 0-284 0-033
SW 16 1-338 0-556
w 26 0-414 0-094

Table 3, Multivariate model in which the variable
drainage hole features have been excluded due to
not being a GIS variable

(This model was used to generate the risk map in Fig, 2,
R square of Nagelkerke: 0-322.)

Relative
Variable Trapping sites  likelihood P
Altitude 167 — 0-000
0-384 39 Ref —_
385-768 and 76 2:631 0-026
1154-1537
769-1153 41 6-477 0-002
1538-2691 11 0-091 0-031
Land use (Corine) 167 — —
Other 150 Ref —
Urban zone 17 0-099 0-000

vector in the province of Granada without the type of
drainage hole affecting the model. Using the model in
Table 4, we then generated 2 risk maps in which the
influence of PVC piping on the presence/absence of
P. perniciosus is established. The first of these maps
shows the risk of exposure to P. perniciosus in the
hypothetical case that PVC piping was used for
drainage holes in all retaining walls (Fig. 3), whilst
the second shows the risk of exposure in the absence
of PVC piping (Fig. 4). These maps show that, all
other variables in the model being equal, the prob-
ability of encountering P. perniciosus in Granada
province varies from 2-3% to 91-8% when PVC piping
is absent whilst in the opposite scenario (only PVC
piping is present), the probability varies from 0-4% to

66:5%. Furthermore, the highest risk of exposure
to P. perniciosus occurs at altitudes of 769-1153 m,
which means that all other variables in the model
being equal, the risk is 7-8 times higher than at
altitudes of 0-384 m. Altitudes of 1538-2691 m and
the use of land as an urban area are both factors that
serve to protect against exposure to P. perniciosus.
Altitude and land use being equal, the lack of PVC
piping in drainage holes entails a risk of exposure to
P. perniciosus which is 5-7 times higher than if the
drainage holes had PVC piping in them.

With respect to the validation of the predictive
model, the linear regression analysis between the
seroprevalence of canine leishmaniasis and the risk
of presencefabsence of P. perniciosus indicates a posi-
tive linear association between the two parameters
(P=0-032), so that an increase in risk of 0-1 would
entail an increase in seroprevalence in the area of 2-6%
(R*=0-272). The risk among affected localities varies
from 0-137 to 0-855 whilst seroprevalence varies from
0 to 40%.

DISCUSSION

Using sticky traps as our capture method, we found
that the most common species in the south of
Granada province is S. minuta, followed by
P. perniciosus, P. papatasi, P. sergentt, P. ariasi and
P. alexandri. We are aware that the capture method
can influence the number and relative abundance
of the species captured, so if light traps are used,
the number of S. minuia captured is considerably
lower (Gallego et al. 1992). However, the herpeto-
philic nature of this species means that it is of no
importance in the epidemiology of leishmaniasis due
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Value

- High - 0,606042
B Low 0011926

Fig. 2. Risk map for presence and absence of Phlebotomus perniciosus according to altitude and land use (corine), without
taking type of drainage hole into account. Black represents lack of data.

to L. infantum. We can confirm that P. perniciosus
is dominant in its role as vector in comparison with
P. ariasi, on showing higher figures in density,
abundance and distribution (67:07% of sites sampled
as opposed to 32:93% for P. ariasi), thus justifying the ('This multivariate model was used to generate the maps in
central role it plays in this study. Figs 3 and 4. R square of Nagelkerke: 0-384.)
We obtained data for the presence and absence of : S

Es ? i B Trapping Relative
P. perniciosus at 167 sampling sites distributed across Viriable dites likelihood P
the southern part of Granada province, from which

Table 4. Factors associated with the presence of
Phlebotomus perniciosus in Granada province,
southeast Spain

we also took a series of ecological and climate-related Alg:“de 163} Ef 0-000
data. Through logistic regression we estimated the %84 3 b =
5 5 385-768 and 76 3377 0-008
pr.obabllhty of P. peirmczosux presence at each sam- 1154—1537
pling site as a function of these environmental vari- 769-1153 41 7-782 0-001
ables. Although in the initial univariate analyses, the 1538-2691 11 0-120 0-060
probability of P. perniciosus presence at a particular Land use (Corine) 167 — —
sampling site appeared to be associated with a large Other 150 Ref —
Urban zone 17 0-139 0-004

variety of factors, in the multivariate logistic re-

gression model only altitude, land use and drainage Dfrainage hole 167 - -
‘. 5 ) ) eatures
hole features (with/without PVC piping) were re PVC pipe 25 Ref

tained as predictors for the distribution of this vector Other hole 142 5-652 0_.002
species. Among the variables which lose their
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Fig. 3. Risk map in the hypothetical scenario that all retaining walls have PVC piping in their drainage holes. Black
represents lack of data.

significance we have bioclimatic level, which is
justifiable given that this variable comprises the
influence of other factors such as altitude, relative
humidity and vegetation (Rivas Martinez et al. 1987).
The risk of P. perniciosus presence was found to be 2-4
times higher in the Mesomediterranean than in the
Thermomediterranean, which is in accordance with
the higher prevalence of canine leishmaniasis at
this bioclimatic level (Martin-Sanchez et al. 2009).
However, we must take into account that capture data
may not be the same when annual sampling is carried
out. Variation in altitude is one of the strongest
determinants for variation in temperature and bears a
heavy influence on rainfall, which would justify the
loss of significance of the variable Land Surface
Temperature (LLST). In the univariate analysis, the
range 23-7-25 °C shows a risk of P. perniciosus pres-
ence 4-2 times greater than at lower temperatures.
Thomson et al. (1999) found that temperature,

alongside land type, is an important ecological
determinant for the distribution of P. orientalis in
Sudan. Land cover is partially determined by altitude
and is closely correlated with other variables such as
land use and main vegetation, which also showed
association with P. perniciosus presence. We found
that these dipterans prefer areas where there is some
kind of scrub vegetation, especially if alongside olive
groves and not located in the proximities of certain
vegetation types—riverside, garden or deciduous
trees together with chestnut trees. Areas with this
type of vegetation tend to be wetter than those
occupied only by scrub, and this humidity would not
be well tolerated by this species which is typical of
semi-arid areas (Rioux et al. 1997). In the sampling
sites facing north and west there were fewer
P. perniciosus present. Conversely, the presence of
any animal near the sampling site increases the risk of
encountering the vector by 89:6%, although not all
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Value

- High : 0.618190
B Low 0023362

Fig. 4. Risk map in the hypothetical scenario in which none of the retaining walls have PVC piping in their drainage

holes. Black represents lack of data.

animals have the same effect. Thus equines, sheep,
cattle, goats and rabbits increase the probability of
encountering this dipteran. Various authors have
noted the preferences of P. perniciosus and P. ariasi
for cattle (Rioux et al. 1986; De Colmenares et al.
1995; Rossi et al. 2008). The presence of dogs in the
immediate vicinity of the sampling site turned out
not to be statistically significant, just as happened in a
study carried out in central Spain (Galvez et al. 2010).
The loss of significance of these and other variables in
the multivariate model is a response to reasons which
are difficult to determine.

It is common knowledge that the distribution
of sandflies, including P. perniciosus, is heavily influ-
enced by altitude (Guernaoui et al. 2006; Maroli
et al. 2008). In this study, the altitudinal range that
reveals the greatest presence of P. perniciosus is 769—
1153 m, covering part of the Mesomediterranean and

Supramediterranean, which agrees along general
lines with the data provided by Guevara-Benitez
et al. (1978). The range in which one is least likely
to encounter this vector species is 1538-2691 m,
which corresponds to the Oromediterranean.
Changes in land use will bring about alterations to
the microhabitat surrounding the sampling sites,
affecting sandfly populations, one of the most notable
changes being the urbanization of land. The results
indicate that P. perniciosus shows less affinity for these
urban environments, the opposite phenomenon to
that which occurs in the case of P. papatasi and
P. alexandri in the Middle East (Colacicco-Mayhugh
et al. 2010). Several studies have highlighted the
influence of land use on the distribution of sandflies
or other vectors (King et al. 2004; Cecchi et al. 2008;
Claborn et al. 2008). One important limitation detec-
ted in the use of this variable, and which in general
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can be extrapolated to other GIS variables, concerns
the resolution of the data, which affects the classifi-
cation of the land and determines the introduction
of a significant bias. This limitation has also been
pointed out by other authors (King et al. 2004;
Cecchi et al. 2008). This can make it much more
difficult to create risk maps to predict the behaviour
of the event in wide areas. Another limiting factor,
also pointed out by other authors, is the difficulty
of including variables in the study which do not
represent spatial data but which are nevertheless
of great epidemiological interest (Cecchi et al. 2008;
King et al. 2004). This is the case with the presence/
absence of PVC piping in drainage holes, which is
presented in this study as a feasible control measure
against P. perniciosus, the dominant L. infantum
vector in the area. The walls which have PVC in their
drainage holes are generally more recently built than
the typical terrain retaining walls, and they generally
retain less soil. Also, fewer animals are found inside
(reptiles, micromammals, arthropods, etc...). The
absence of these animals not only limits potential
food sources for adult females, but also reduces the
presence of organic matter produced by the waste of
these animals. This, together with the scarce soil
retention which makes it impossible for plants
to grow, means that the holes containing PVC
offer unfavourable conditions for the proliferation
of sandfly larvae, which need this organic matter in
order to develop. All in all, this makes these holes less
apt for sandfly resting and breeding sites. It has been
demonstrated how the drainage hole features produce
significant variations in the probability of P. perni-
ciosus presence, oscillating from 23 to 91-8% if PVC
piping is absent and from 0-4 to 66:5% if all holes have
PVC piping. Altitude and land use being equal, the
use of PVC piping in the construction of drainage
systems for walls would reduce the probability of
encountering P. perniciosus in them by up to 25-3%,
thus demonstrating its potential usefulness as a pro-
tection factor against the presence of this vector and
therefore against leishmaniasis. As already pointed
out, there is a positive linear association between the
risk of P. perniciosus presence and the seroprevalence
of canine leishmaniasis, although according to the
model, the variability in the risk only explains 27-2%
of the variability in the prevalence. Among the other
factors involved, the age and weight of the animal, its
activity and its location at night have been pinpointed
(Martin-Sanchez et al. 2009).

The control of sandflies is perceived as a measure to
reduce the transmission of L. infantum which is more
efficient and more readily accepted by society than
that of putting down infected dogs (Alexander and
Maroli, 2003). Among the methods employed, the
use of insecticides plays an important role, both in
houses, animal shelters and surrounding vegetation
and in common sandfly resting and feeding places.
However, for environmental reasons its prolonged
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use would not be allowed. It is precisely in this
aspect where measures such as the use of PVC piping
begin to acquire importance, because it is a simple
non-toxic way to significantly reduce the presence
of P. perniciosus. Given that this type of retaining wall
may be located near inhabited areas or passing places,
it would be an effective control method which, in
conjunction with other methods, could help to
reduce the transmission of this disease.
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3.4. Articulo 4: Predicting the risk of an endemic focus of Leishmania tropica
becoming established in south-western Europe through the presence of its

main vector, Phlebotomus sergenti Parrot, 1917.

Prediciendo el riesgo de que un foco endémico de Leishmania tropica se
establezca en el suroeste de Europa a través de la presencia de su principal

vector, Phlebotomus sergenti Parrot, 1917.

Baron S.D., Morillas-Marquez F., Morales-Yuste M., Diaz-Sdez V., Gallego M., Molina R.,

Martin-Sanchez J.

Parasitology (2013); 140(11): 1413-21.

Factor de Impacto: Ao de publicacion - 2’355 22 cuartil (14/35 en Parasitology).
Actual — 2’355 22 cuartil (14/35 en Parasitology).

Resumen: Nuestro objetivo ha sido la construccion de mapas de riesgo de exposicion a
Phlebotomus sergenti, el principal vector de Leishmania tropica, con el fin de identificar
los puntos calientes para el posible establecimiento de este parasito en el suroeste de
Europa. Se recogieron datos sobre la presencia/ausencia de este vector y las
caracteristicas ecoldgicas y climaticas de 662 sitios de muestreo localizados en el
sudeste, centro y noreste de la Peninsula Ibérica (suroeste de Europa). Se determinaron
los factores ambientales asociados con la distribucién de P. sergenti. Los mejores
predictores de la presencia de este diptero fueron ‘altitud', 'uso del terreno’,
'‘temperatura de la superficie terrestre', 'orientacion’, 'cobertura del terreno adyacente’,
‘ausencia de vegetacion en el muro' y 'ausencia de tubos de PVC en los agujeros de

drenaje de los muros de contencidon'. Los mapas de riesgo de exposicion al vector se
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elaboraron sobre la base de estas variables. La validacion del modelo de riesgo
predictivo confirmd su utilidad en la deteccidn de zonas con un alto riesgo de presencia
de P. sergenti. Estos lugares representan posibles puntos calientes para el
establecimiento de un foco autdctono de L. tropica. En conclusion, los mapas de riesgo
de presencia de P. sergenti producidos revelaron que varias areas en el centro y sur de
la Peninsula Ibérica son las mas propensas a este proceso, lo que haria posible que la

enfermedad entre en el suroeste de Europa.
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Predicting the risk of an endemic focus of Leishmania tropica
becoming established in south-western Europe through the
presence of 1ts main vector, Phlebotomus sergenti Parrot, 1917
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SUMMARY

The aim of the study was the construction of risk maps for exposure to Phlebotomus sergenti, the main vector of Leishmania
tropica, with a view to identifying hot spots for the potential establishment of this parasite in the southwest of Europe. Data
were collected on the presence/absence of this vector and the ecological and climatic characteristics of 662 sampling sites
located in the southeast, centre and northeast of the Iberian Peninsula (south-western Europe). The environmental factors
associated with the distribution of P. sergenti were determined. The best predictors for the presence of this dipteran were
‘altitude’, ‘land use’, ‘land surface temperature’, ‘aspect’, ‘adjacent land cover’, ‘absence of vegetation in wall’ and the
‘absence of PVC pipes in the drainage holes of retaining walls’. Risk maps for exposure to the vector were drawn up based on
these variables. The validation of the predictive risk model confirmed its usefulness in the detection of areas with a high risk
of P. sergenti being present. These locations represent potential hot spots for an autochthonous focus of L. tropica becoming
established. The risk maps produced for P. sergenti presence revealed several areas in the centre and south of the Iberian
Peninsula to be the most prone to this process, which would make it possible for the disease to enter south-western Europe.

Key words: anthroponotic cutaneous leishmaniasis, Leishmania tropica, predictive distribution of Phlebotomus sergenti,
Geographic Information Systems (GIS), environmental factors, risk maps, south-western Europe.

INTRODUCTION supports the full development of L. tropica, and
reveal that the vector is refractory to other Old World
Leishmania species. Recent ACL outbreaks caused
by L. tropica were reported across a wide area from
North Africa to the Middle East, including Turkey
and Central Asia (Schnur et al. 2004; Svobodova
et al. 2006; Kimutai et al. 2009). In Morocco, this
disease is endemic in semi-arid areas in the centre and
south of the country and is emerging with epidemic
foci in the north. Currently L. tropica is thought to be
the species with the widest geographical distribution
in Morocco (Guessous-Idrissi et al. 1997). Here this
species, despite being considered responsible for
ACL and thus having no need for an animal reservoir
in its life cycle, has also been isolated in dogs
(Dereure et al. 1991).

Phlebotomus sergenti has a wider geographical
distribution than the parasite which it transmits,
L. tropica (Depaquit et al. 2002). In south-western
Europe, it is commonly found in the centre and south
of the Iberian Peninsula, whilst in the north it has
only been cited in Catalonia, Zaragoza and La Rioja
(Gallego Berenguer et al. 1992; Depaquit et al. 2002;

Species of the Leishmania genus (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) are transmitted by nematoceran
Diptera of the Phlebotomidae family, of the Phlebo-
tomus genus in the Old World and the Lutzomyia
genus in the New World, with a certain specificity
existing between the species of Leishmania and the
subgenus of sandflies which transmit it (Ready,
2011). Recently, the possible involvement of the
Sergentomyia genus has been suggested in the
transmission of Leishmania infantum in Senegal
and L. major in Mali (Senghor et al. 2011;
Berdjane-Brouk et al. 2012). Phlebotomus sergenti
Parrot, 1917 is the main vector of anthroponotic
cutaneous leishmaniasis (ACL) caused by Leishmania
tropica Wright, 1903, based on its distribution and on
the fact that L. tropica has been identified in infected
sandflies recovered from endemic foci (Al-Zahrani
et al. 1988; Guilvard et al. 1991; Schnur et al. 2004).
Kamhawi et al. (2000) confirm that P. sergenti

* Corresponding author: Departamento de Parasitologia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Granada, Campus

Universitario de Cartuja, 18071 Granada, Spain. E-mail: Aransay et al. 2004). It has also been captured in
joaquina@ugr.es the south of France (Rioux et al. 1982), as well as on
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the islands of Corsica (Rioux et al. 1970) and Sicily
(D’Urso et al. 2004).

In south-western Europe, L. infantum is the
only species responsible for leishmaniasis—both
cutaneous and visceral —in humans, dogs and other
hosts (Martin-Sanchez et al. 2004; Pratlong et al.
2004; Campino et al. 2006). Its proven vectors in
this region are species of the subgenus Larroussius,
Phlebotomus perniciosus and Phlebotomus ariasi, which
can act in one same focus in sympatric conditions
(Guilvard et al. 1996). Although in south-western
Europe no autochthonous cases of cutaneous leish-
maniasis caused by L. tropica have been detected, the
south of the Iberian Peninsula is an area which is
susceptible to the introduction of this protozoa due to
its proximity to northern Morocco (an emerging
ACL area), the migratory flow of people between the
two territories and the presence of its main vector.
This could constitute the first step in its potential
spread across other susceptible areas of south-western
Europe. Gramiccia and Gradoni (2005) describe a
similar scenario for southern Italy (Sicily) and sug-
gest the importation of infected dogs from North
Africa as another possible entry route for the parasite
into Italy.

Geographical Information Systems (GIS) allow
us to collect, store, manage, visualize and analyse
geographically referenced data for the purposes of
supporting the decision-making process when ad-
dressing problems occurring in a given geographical
space, for which reason they have come to be
considered an excellent tool for use in the epidemi-
ology of vector-borne diseases (Srivastava et al.
2009). These studies highlight the importance of
climatic and environmental factors in the distribution
of different vectors and of the diseases they transmit.
The use of GIS makes it possible to integrate epi-
demiological and environmental data and allows us
to generate predictive maps, which are a more
expressive and visual medium for identifying the
risk factors associated with the disease and thus also
the possible consequent control measures to be taken
(Semenza and Menne, 2009).

By this method, we aimed to determine the
environmental factors associated with the distri-
bution of P. sergenti, with a view to constructing
risk maps for exposure to the vector which could help
to identify the hot spots for the potential establish-
ment of L. tropica in the southwest of Europe.

MATERIALS AND METHODS
Study areas

Three different sampling areas located in the south-
east, centre and northeast of the Iberian Peninsula
were selected. The orographic and climatic charac-
teristics of these areas allow diverse bioclimatic
levels to exist, each with different environmental

1414

and vegetation features: Thermo-mediterranean,
Meso-mediterranean, Supra-mediterranean, Oro-
mediterranean and  Crio-mediterranean (Rivas
Martinez et al. 1987). Several of these bioclimatic
levels are present in all areas under study. The data
obtained in the southeast of the Iberian Peninsula
were used in the construction of the risk model, while
data from the central (Gélvez et al. 2010) and north-
eastern areas were used for the validation of the
model produced. The southeast of the Peninsula
was chosen to generate the risk model based on its
greater bioclimatic resemblance to northern Morocco
(Martinez-Ortega, 1988), an emerging ACL area, as
well as on the greater richness of P. sergenti in this
area of the Iberian Peninsula (Guevara-Benitez et al.
1978; Morillas-Marquez et al. 1983).

Capture and morphological identification of sandflies

This study was carried out in the years 2004, 2006
and 2007. The capture method chosen was sticky
traps (paper impregnated with castor oil). The traps
were placed in the drainage holes of retaining walls
for roads and houses (spots where sandflies tend to
rest), and were kept there for 4 days. Early July was
chosen as the capture date due to criteria regarding
maximum species richness (Morillas-Marquez et al.
1983) and because it is within the high density period
in the phenology of P. sergenti (Martinez-Ortega,
1986). Six hundred and sixty-two sampling sites were
investigated, of which 167 were in the southeast, 155
in the centre and 340 in the northeast of the Iberian
Peninsula (Ifig. 1).

The specimens captured were cleared in Marc
André solution and then mounted under a cover slip
in Berlese’s medium. Species classification was con-
ducted via inspection of their main morphological
characteristics under an optical microscope (Gallego
Berenguer et al. 1992).

Variables studied

The ecological and climatic characteristics of each
of the 662 sampling sites were collected by two
different methods: environmental data obtained via
GIS, and notes taken in situ using a PDA (Personal
Digital Assistant). All these characteristics were used
as independent variables set against the presence/
absence of P. sergenti as the dependent variable.
Multivariate logistic regression was the statistical
technique of choice to estimate the probability of
occurrence of the event, since the dependent variable
can only have a value of 0 (absence) or 1 (presence).

Environmental data obtained via GIS were:
altitude (Digital Terrain Model), land use
(CORINE), slope, aspect, ‘Normalized Difference
Vegetation Index’ (NDVI) and annual average land
surface temperature (aalLST). Data collected via

184

Tesis Doctoral




Estudio cuali-cuantitativo y molecular de los principales vectores de Leishmania infantum y Leishmania tropica, en Espafia:
Construccion y evaluacion de mapas de riesgo como herramienta para el control de la Leishmaniosis.

Risk maps for exposure to Phlebotomus sergenti in south-western Europe 1415

Fig. 1. Location of sampling sites. (a) Sampling sites in the southeast which were used to construct the statistical model;
(b) Sampling sites in the centre; (c) Sampling sites in the northeast; b and ¢ were used for the validation of the statistical
model.

PDA were: Location of sampling site (geographical
coordinates), number of traps laid and collected,
meteorological data (rain, wind), ecological and
environmental factors (site relative to settlement,
situation of site, site category, aspect, shelter, water
course, retaining wall construction, drainage hole
construction, hole interior, wetness of holes, veg-
etation in wall, well present, refuse bin present),
bioclimatic level, predominant natural vegetation
adjacent zone 0-100 m, predominant natural veg-
etation nearby zone 100-1000 m, second predominant
natural vegetation nearby zone 100-1000 m; pre-
dominant adjacent land cover, second predominant

adjacent land cover; presence of different animals
in the immediate vicinity. In order to collect these
variables witha PDA | adatabase was used designed by
the leishmaniasis group EDEN-LEI from the EDEN
project (Emerging diseases in a changing European
environment, GOCE-2003-010284), thus standard-
izing the collection of field data.

Spatial statistical analyses and maps

Using data from the southeast of the Iberian
Peninsula, univariate logistic regression studies
were conducted using the SPSS 15.0 software for

S.D. Bardn Lopez (2014)
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Table 1. Number of specimens captured, abundance and density of P. sergenti in the southeast of the
Iberian Peninsula, the area on which we focused for the construction of the statistical model

Bioclimatic level Ps Other sp. Total % Ps Dens. Ps
Thermo-mediterranean 125 13906 14031 0-891 1-818
Meso-mediterranean 143 14056 14199 1-007 1-645
Supra-mediterranean 8 1771 1779 0-450 0-267
Oro-mediterranean 0 10 10 0-000 0-000
Total 276 29743 30019 0-919 1-353

Ps: Phlebotomus sergenti; other sp.: other sandﬂyv' species captured, including Sergentomyia minuta, Dens. Ps: Density of

Phlebotomus sergenti (no. Phlebotomus sergenti/m~).

Windows, with all the independent variables set
against the presence/absence of P. sergenti as the
dependent variable. In the search for association with
the dependent variable, the continuous variables were
categorized and the categorical ones were recategor-
ized. Different univariate logistic regression models
were constructed and compared in order to detect
cases of collinearity, interaction and confusion be-
tween the independent variables. For cases in which
there was a strong correlation between variables, the
one with the greatest significance or the one which
was easlest to represent on a map was retained. All
variables returning a value of P < 0-2 in the univariate
study were used to construct the multivariate model.

In the final multivariate model variables with
P <01 were retained. Based on this statistical
model, risk maps for exposure to P. sergenti were
generated using the program ArcGis 9.2, In this way
we were able to extrapolate specific data into wider
geographical areas, which in this case constitute the
south-western area of Europe, encompassing Spain,
Portugal and the south of France.

Validation of the statistical model

Validation of the above predictive risk model was
carried out using the capture data from the centre
and northeast of the Iberian Peninsula. Through
logistic regression using SPSS 15.0 for Windows, the
P. sergenti presence/absence data obtained in the 495
sampling sites in the centre and northeast of Iberian
Peninsula (dependent variable) were compared with
the ‘theoretical risk’ values taken from those same
points on the map which was generated (independent
variable). Parallel to this, the Spearman Test (SPSS
15.0 for Windows) was used in order to determine
whether or not there was correlation between the ‘real
risk’ of P. sergenti presence, expressed in terms of the
percentage of positive sites, and the ‘theoretical risk’
obtained from the risk model produced.

RESULTS
Capture data and species identification

In the southeast of the Iberian Peninsula, 30019
sandflies were collected from the 1633 traps

recovered (loss of 3-6%), with a resulting total capture
density of 147-06 sandflies/m® of sticky trap (st).
Six different species were identified belonging to
two genera: Sergentomyia (Sergentomyia minuta) and
Phlebotomus (P. perniciosus, P. ariasi, P. papatasi,
P. sergenti and P. alexandri). Two hundred and
seventy-six specimens (2277 +49%) were classified
morphologically as P. sergenti. The total density of
P. sergenti was 1-35 sandf'lies,/"m1 st and it was present
in 24:6% of the sites sampled (41/167). At the
Thermo-mediterranean and Meso-mediterranean
levels similar density and abundance wvalues for
P. sergenti were recorded, whilst in the Supra-
mediterranean both values are considerably lower.
In the Oro-mediterranean no vector species were
captured, since the 10 specimens found were ident-
ified as S. minuta (Table 1).

In the centre of the Iberian Peninsula, 85
specimens of P. sergenti were captured, with a total
density of 0-66 sandﬂies/m2 st and a presence in
12-9% of the sites sampled (20/155), whilst in the
northeast, 65 P. sergenti specimens were found,
registering a total density of 0-20 sandflies/m2 st and
a presence in 4:7% of the sites (16/340). Phlebotomus
sergenti was captured at altitudes ranging from 76 to
1353 m above sea level.

Statistical study and construction of predictive model

Once the univariate logistic regression models had
been constructed and analysed, we were able to
confirm that 12 of the independent variables display
association with the presence/absence of P. sergenti
(dependent variable) with a P < 0'2: ‘bioclimatic
level’, ‘elevation’, ‘land use’ (CORINE), ‘aalLS'T”,
‘aspect’, ‘equines’, ‘pets’, ‘domestic birds’, ‘all
animals’, ‘drainage hole construction’, ‘land cover’
and ‘vegetation in wall’.

Finally, the variables which make up the multi-
variate logistic regression model and that are shown
to be the best predictors for the presence/absence
of P. sergenti are ‘altitude’ (a. 0-1153m, b. 1154-
2091 m), ‘land use’ (a. other uses, b. rivers and natural
water courses), ‘aalLST” (a. other temperatures,
b. 23-3-26-8°C), ‘aspect’ (a. 160-359°, b, 1-159°),
‘adjacent land cover’ (a. other uses, b. almond and
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Table 2. Variables associated with Phlebotomus sergenti presence: (a) From multivariate model obtained via
logistic regression including PDA and GIS variables which show association with the dependent variable
(presence/absence of P. sergenti); this model was used to generate the risk maps in Fig. 3b and ¢
(Nagelkerke R-square: 0-:368); (b) From multivariate model in which PDA variables were excluded due to
not being representable in graphic terms on a map; this model was used to generate the risk map in Fig. 2

(Nagelkerke R-square: 0-227)

a b
Trapping Relative Relative
Variable sites likelihood P likelihood P
Altitude 167 — — — —
1154-2691 35 Ref — Ref —
0-1153 132 3463 0-067 3132 0-063
Aspect 167 —_ —_ —_ —
160-359 99 Ref — Ref —
0-159 68 3-135 0:009 2:934 0-:007
Land surface temperature (LST) 167 — — — —
Rest of temperatures 43 Ref — Ref —
23-3-268°C 124 7-870 0-009 7-334 0-009
Land use (Corine) 167 — — — —
Other 161 Ref — Ref —
River and natural course 6 8:736 0-031 4140 0-108
Vegetation in wall 167 — —
Yes 41 Ref — Not included
No 126 4-203 0-013
Adjacent land cover 167 — —
Rest of land cover types 122 Ref — Not included
Citrus and almond trees 45 3113 0-010
Drain hole construction 167 — —
PVC pipe 25 Ref — Not included
Other hole 142 5-854 0-032

Fig. 2. Risk map of statistical model without PDA
variables (set out in Table 2b). Risk values: 1-3-78:0%.

citrus trees), ‘presence/absence of vegetation in wall’
and ‘presence/absence of PVC pipes in the drainage
holes of retaining walls’. The variables ‘adjacent
land cover’, ‘vegetation in wall’ and ‘PVC pipes’ are
collected via PDA and represent characteristics
pertaining to the trapping sites for which GIS layers

are not available, thus in order to be represented they
had to be included in the constant of the statistical
model ("T'able 2a). Using only the variables obtained
via GIS (‘altitude’, ‘aspect’, ‘aalLS'T” and ‘land use’) a
new statistical model was developed (‘T'able 2b), since
only these can be represented on a map.

With this second statistical model a first risk
map was generated, returning risk values of
P. sergenti presence ranging from 1:3 to 78:0%
(Fig. 2). Subsequently, the possibility of including
the 3 PDA variables in the constant of the math-
ematical model set out in Table 2a permitted the
generation of 8 different risk models (Fig. 3a) and
their corresponding risk maps. Thus we find that,
with all other variables being equal, the probability of
encountering P. sergenti in Spain varies from 0-04 to
25:1% in the most restrictive risk map (Fig. 3c¢) (all
retaining walls without almond or citrus trees nearby,
with vegetation in wall and with PVC in drainage
holes), while in the highest risk model (all retaining
walls with almond or citrus trees nearby, without
vegetation and without PVC) it varies from 3-3 to
96-3% (Fig. 3b), which constitutes a considerably
increased risk of encountering this sandfly. The
remaining possibilities and the variations in risk
produced are presented in Fig. 3a.
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o DHC  LCO  VEG  Cst  Riskvalues
a) Model 1 1 0 0 5943 0.26%66.20%
DHC: Drainage hole construction
Model 2 1 1 0 4807 081%-8591% 0: with PVC
£ Model 3 1 1 1 3371 332%-9625% 1: without PVC
LCO: adjacent land cover
g Model 4 0 1 0 6574  0.14%-5102% & e ot IR
i Model 5 0 1 1 5138 0.58%8141% 1: with citrus and aimond trees
g é Model 6 [ 0 1 6274 019%584%  VEG:Vegetson i wak
: Mode! 7 1 0 1 4507 1.09%-8917% 1 m"w"
Model 8 0 0 0 7710 004%2507% Gt Constant of the model.

Fig. 3. Statistical model with PDA variables: (a) Modification of risk values according to the PDA variables (not
representable on the map) —all possible combinations for the three categorical PDA variables are shown; (b) Risk map

of model 3 in the table; (c) Risk map of model 8 in the table.

Table 3. Validation of the risk model without PDA
variables: levels and values of theoretical risk (taken
from map in Fig. 2) and real risk (percentage of
positive sites relative to total number of sites at each
level) in the five risk levels obtained in trapping
sites in the centre and northeast of the Iberian
Peninsula

Theoretical Theoretical Trap  Trap Real
risk level risk (%) sites sites+  risk (%)
la 1-257 81 0 0-000
1b 3717 272 21 7-721
lc 10-471 97 4 4124
2 22:636 32 6 18:750
3 46-182 13 5 38-462

Validation of the statistical model

The risk model produced with data from the south-
east of the Iberian Peninsula which does not include
variables collected by PDA (Fig. 2) indicates that the
probability of capturing P. sergenti in the centre and
northeast of the Iberian Peninsula can be divided
into five different risk levels ("T'able 3), which allows
us to determine what we refer to as the ‘theoretical
risk’. Reducing this to three risk levels—1 (1a, 1b, 1¢)

(<11%), 2 (22:6%) and 3 (46-2%) (Table 3) —allowed
us to confirm that finding P. sergenti in areas with
‘theoretical risk’ level 2 was 4-08 times more likely
than in those with risk levels below 11% (level 1)
(P = 0-005), while in level 3 areas the risk of
P. sergenti being present is 10-63 times greater
(P<0-001) than in level 1 areas. Correlation between
the ‘theoretical risk’ and the ‘real risk’, the latter
determined on the basis of capture data, is 90%

(P =0-037).

DISCUSSION

Although to date no cases of anthroponotic cutaneous
leishmaniasis (ACL) caused by L. tropica have been
diagnosed in south-western Europe, the presence
of its main vector, P. sergenti, has been widely
demonstrated (Morillas-Marquez et al. 1983;
Gallego Berenguer et al. 1992; Semido-Santos et al.
1995; Depaquit et al. 2002; Aransay et al. 2004). In
the southeast of the Iberian Peninsula this species has
an average density of 1-35 sandflies/m? st and was
found in 24:6% of the sampling sites. The total
abundance of P. sergenti was 0-9%, although this
figure is an underestimate due to the choice of capture
method, sticky traps, in which there is a considerable
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increase in S. minuta captures (Giallego Berenguer
et al. 1992). If we take into account only specimens
belonging to the Phlebotomus genus, the abundance
rises t0 9-1%. It was noted that in certain sites these
low density and/or abundance values rise signifi-
cantly, reaching figures of 35-27 P. sergenti/m” st and
representing up to 75% of total captures. In emerging
Moroccan foci of L. tropica, the density of P. sergenti
varies from 4 to 16 s-pccimcns/m2 st (Ramaoui et al.
2008), and Rioux et al. (1980) reported a density
of 1:79 P. sergenti/m> st in typical foci of ACL caused
by L. tropica located in arid areas of Tunisia.
Furthermore, in previous studies it was mentioned
that P. perniciosus density values of =4 sandflies/m?
st increase the risk of L. infantum transmission in
dogs (Martin-Sanchez et al. 2009), and that in areas
where P. ariasi density is > 5 sandflies/m? st cases of
canine leishmaniasis appear (Rioux et al. 1977). In
spite of the fact that the dynamics of transmission can
be very different, as an approximation we can assume
that the above data related to L. infantum can be
extrapolated to the pair P. sergenti/L. tropica. This
would mean that in the Iberian Peninsula there are
areas in which P. sergenti density is sufficient for these
sandflies to be able to act as vectors. Moreover, some
studies highlight the bioclimatic affinity between
northern Morocco and the southeast of the Iberian
Peninsula, along with the high concordance of
sandfly species found at each bioclimatic level
(Martinez Ortega, 1988). This similarity between
the north of Morocco (an emerging ACL zone) and
the southeast of the Peninsula, and the P. sergenti
density values detected, indicate that this area of
south-western Europe may be susceptible to the
introduction of L. tropica, in a similar way to what has
occurred in northern Morocco (Guessous-Idrissi
et al. 1997).

The higher number of specimens captured, total
density and proportion of positive sites for P. sergentt
confirm that the choice of the south-eastern area of
the Iberian Peninsula was appropriate for generating
the statistical model. From among the variables
associated with P. sergenti presence, temperature
has already been singled out in other studies as an
important factor in sandfly distribution (Aspéck
et al. 2008). Although this variable is usually
correlated with altitude because of the direct
relationship between altitude increase and tempera-
ture drop (Rivas Martinez et al. 1987), in this study
we were able to confirm that both variables maintain
their significance in the multivariate model, having
observed that the risk of exposure to P. sergenti is
higher at altitudes ranging from sea level to 1153 m
(3-5 times higher) and at temperatures from 23-3 to
26:8°C (79 times higher). These altitude and
temperature data correspond to the altitude at
which this species is usually found in this region
(0-1100 m) (Guevara-Benitez et al. 1978), and to the
temperature values of the semi-arid or sub-humid

environments which it tends to inhabit (Martinez-
Ortega and Conesa-Gallego, 1987). Altitude and/or
land use have been mentioned in previous studies
as important factors in P. permiciosus distribution
(Galvez et al. 2010; Baron et al. 2011), so the
significance of these two variables in the distribution
of the vector sandfly species is clear. In the specific
case of P. sergenti, the presence of rivers and natural
water courses increases the risk of encountering this
species by 8:7 times compared with other uses, no
doubt due to the particular damp conditions com-
monly found in these environments. It has been
noted that in certain regions the larvae of this
dipteran flourish in water-rich areas such as irrigation
or urban drainage channels (Lewis, 1971).

Furthermore, we found that P. sergenti shows a
preference for environments with nearby citrus or
almond orchards, in which the earth retaining walls
are free from vegetation and have drainage holes with
no PVC pipes in them, factors which increase the risk
of encountering this vector by 3-1, 4:2 and 59 times
respectively. Thus vegetation in walls and PV C pipes
in wall drainage holes act as protection factors,
reducing the presence of this sandfly, and can
therefore be used as such in vector control pro-
grammes. PVC in drainage holes has been cited
previously as a potential protective measure against
P. perniciosus in this same region (Baron et al. 2011),
which demonstrates its effectiveness in the control of
vector sandflies.

We can confirm the usefulness of the risk model
for detecting high-risk areas for P. sergenti presence,
these locations being the most highly prone to the
potential establishment of L. tropica. However,
the risk model was shown to be less effective in the
differentiation of risk levels below 11%, where there is
less concordance between theoretical and real values,
although the ‘real risk’ obtained always remained
below 11%. Semido-Santos et al. (1995) noted that
P. sergenti was the predominant sandfly species in the
district of Evora. This region in the south of Portugal
falls within a high-risk area in our theoretical risk
model, thus demonstrating its validity for identifying
areas of this type.

The highest risk of P. sergenti presence is concen-
trated in extensive areas of the centre and south of the
Iberian Peninsula, with maximum values of between
78-0 and 96-3%, depending on the risk model applied.
These high-risk areas represent hot spots where the
establishment of an autochthonous focus of L. tropica
would be feasible. We should point out that in order
for this focus to occur, several premises would need to
take place which are difficult to predict, for example
the introduction of the disease via infected persons
from endemic areas, or the P. sergenti populations
found in the region displaying vectorial capacity.
With regard to the introduction of the disease, the
flow of immigrants from North Africa and, to a lesser
extent, the Middle East is known to exist and the
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presence of the parasite in these regions has been
proven (Al-Zahrani et al. 1989; Kimutai et al. 2009),
therefore contact between the parasite and the vector
is feasible. According to the Spanish National
Institute of Statistics (INE), in the year 2010 a total
of 51235 immigrants from North Africa and the
Middle East entered Spain, of which 43931 were
Moroccan and 1212 from the Middle East. To this
number we should add illegal immigrants, who are
commonly found in this country and fall outside the
control of the health authorities. During the period
April 1989 to December 2007, 0-2% of immigrants
who visited a Tropical Medicine Referral Unit
in Spain had cutaneous or mucocutancous leish-
maniasis (Norman et al, 2010). In Spain, the fact that
most cutaneous cases remain undeclared has been
verified (Alvar et al. 2012), and identification of the
species involved is not commonplace, so the entry
and establishment of a new species may be under-
estimated (Gramiccia and Gradoni, 2005). The
importation of cases of cutaneous leishmaniasis
caused by L. tropica has been verified in other
European countries (Grimm et al. 1996; Antinori
et al. 2005; Gramiccia and Gradoni, 2005; Morizot
et al. 2007). With regard to the vector, recent studies
have demonstrated the existence of a mitochondrial
line of P. sergenti common to both Spain and
northern Morocco (Barén et al. 2008), the latter an
emerging area for L. tropica, which establishes a
potential capacity for populations of this species in
Spain to act as vectors.

It has, moreover, been suggested that climate
change may affect the distribution of leishmaniasis,
whether directly due to the effect of temperature
on the development of the parasite within the sandfly,
or indirectly due to the effect of environmental
changes on the distribution and abundance/density
of the vector species (Ready, 2010). Besides, the
prolongation of the activity period of the vectors
could have a greater effect on the transmission of the
disease than the increase in density, and this
prolongation could be produced by the increase in
temperature (Martin-Sanchez et al. 2009).

In conclusion, we have demonstrated the validity
of the risk model produced for detecting hot spots for
certain vector-borne diseases such as ACL through
analysing the presence of the vector. The risk maps
generated can prove very useful when making
decisions regarding the kind of prophylaxis and
control measures that should be adopted. Producing
these risk maps for P. sergenti presence in this study
allowed us to confirm that various areas in the centre
and south of the Iberian Peninsula may be more
susceptible to the potential establishment of an
autochthonous focus of L. tropica, due to the higher
probability of encountering its vector coupled with
the influx of immigrants from endemic areas, which
would enable the entry of this disease into south-
western Europe.
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En la Peninsula Ibérica, Leishmania infantum es la Unica especie responsable
de la leishmaniosis humana, tanto cutdnea como visceral, canina y de otros
hospedadores (Martin-Sanchez et al., 2004; Pratlong et al., 2004; Campino et al.,
2006; Galvez et al 2010b; Morales-Yuste et al., 2011; Alcover et al., 2012; Pratlong et
al., 2013). A principios del siglo XX se describieron los primeros casos de leishmaniosis
cutanea y visceral humana, y canina en la provincia de Granada (Ferndndez Martinez
y Camacho Alexandre, 1913). Desde este momento a la actualidad son muchos los
estudios que se han realizado en esta provincia sobre la incidencia en humanos y
perros, asi como sobre sus vectores. Morillas Marquez et al. (2010), en un repaso
sobre la leishmaniosis en Granada en los ultimos 25 afios, menciona una tasa media
de 0’4 (casos humanos anuales/100000 habitantes) en esta provincia entre 1984 y
2005, siendo la segunda tasa mas alta de Andalucia, y observandose que la tendencia
general en el nUmero de casos muestra un ligero aumento a lo largo de estos afos.
Sin embargo, se ha comprobado que estos datos oficiales estan subestimados. Por
ejemplo, en la provincia de Granada se declararon 6 casos de leishmaniosis entre
1984 y 1986, mientras que solo en el Hospital de San Cecilio de Granada se
diagnosticaron 12 casos en este mismo periodo. Ademas habria que sumar los casos
de leishmaniosis asintomatica, que no se pueden declarar y que pueden llegar a
suponer hasta el 60% de los casos de coinfeccidon Leishmania-VIH (Pineda et al., 1998)
y hasta el 24% en inmunocompetentes (Martin-Sanchez et al., 2004). En estos ultimos
25 afios, también se ha comprobado que las densidades de P. perniciosus y P. ariasi,
Unicos vectores demostrados de L. infantum en Espana, han permanecido constantes
en el Termomediterraneo, y han descendido en el Mesomediterraneo, a la vez que ha
aumentado el periodo de actividad de P. perniciosus (Morillas-Marquez et al., 2010;
Morales-Yuste, 2012). En cuanto a la leishmaniosis canina, desde 1984 hasta el 2006
se ha producido un incremento de la seroprevalencia del 9°4% al 13’0%. El aumento

es mas evidente si atendemos solo al matiz bioclimatico Mesomediterraneo, ya que
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ha pasado del 9,2% en 1984 al 20°1% en 2006. Estos cambios en la seroprevalencia
podrian haberse visto favorecidos por al aumento del periodo de actividad de P.
perniciosus, pudiendo ser estos efectos mas importantes en el mesomediterraneo
debido a que es el matiz bioclimatico que presenta una mayor densidad de esta

especie vectora (Martin-Sanchez et al., 2009; Morillas Marquez et al., 2010).

Aunque en el suroeste europeo no se han detectado casos autéctonos de
leishmaniosis cutdanea producida por Leishmania tropica, el sur de la Peninsula Ibérica
es una zona susceptible de sufrir la introduccion de este flagelado debido a la
proximidad con el norte de Marruecos (zona emergente de Leishmaniosis Cutanea
Antropondtica (LCA)(Guessous-ldrissi et al., 1997b; Rhajaoui et al., 2004), al flujo
migratorio humano entre ambos territorios, y a la presencia de su principal vector (P.
sergenti) (Gil Collado et al., 1989; Gallego Berenguer et al., 1992; Afonso et al., 2005;
Gdlvez et al., 2010a; Morales-Yuste, 2012; Maia et al., 2013). El hecho de que L.
infantum sea endémica en nuestro pais, asi como el riesgo de introduccién de L.
tropica, pone de manifiesto el interés de analizar la situacion actual de estas
parasitosis. Como la transmisién de la leishmaniosis estd ligada a la presencia de sus
vectores, el analisis se ha realizado mediante el estudio de la distribucidon vy la
composicion de las poblaciones de sus principales vectores, intentando dilucidar sus

posibles implicaciones epidemioldgicas.

En Espafia, entre las 11 diferentes especies de flebotomo halladas hasta la
fecha, se ha demostrado la amplia presencia de Phlebotomus perniciosus y
Phlebotomus ariasi (principales vectores de L. infantum), y de P. sergenti (principal
vector de L. tropica)(Gil Collado et al., 1989; Gallego Berenguer et al., 1992; Martin-
Sanchez et al.,, 1994; Martin-Sanchez et al., 1996; Morillas et al., 1996; Conesa
Gallego et al., 1999; Ledén-Sanz et al., 1999; Aransay et al., 2004; Ready, 2013). El
hecho de que P. sergenti sea considerado como el principal vector de la LCA causada
por L. tropica, se basa en su distribucion y en el hallazgo de este protozoo en

ejemplares de P. sergenti capturados en zonas endémicas (Al-Zaharani et al., 1988;
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Guilvard et al., 1991; Schnur et al., 2004; Moncaz et al., 2012; Ajaoud et al., 2013;
Aghaei et al., 2014). Kamhawi et al. (2000) confirmaron que en P. sergenti se puede
producir el desarrollo completo de L. tropica, y revelaron que es refractario a otras
especies de Leishmania del Viejo Mundo. En el caso de los vectores de L. infantum,
ambos pueden actuar en condiciones simpatricas en el mismo foco (Rioux et al.,
1986a; Martin-Sanchez et al., 1994; Alcover et al.,, 2012) y su relativa importancia
como vectores va a depender de su abundancia y densidad relativas (Guevara Benitez

et al., 1978; Morillas Mdarquez et al., 1983; Gil Collado et al., 1989).

En el desarrollo de este estudio, se han obtenido los datos de captura de 167
estaciones de muestreo distribuidas por varias zonas de la provincia de Granada, de
las cuales se han obtenido a su vez los datos ecoldgicos y climaticos. Hemos
observado que, utilizando como método de captura las trampas adhesivas, la especie
mas frecuente en el sur de la provincia de Granada es S. minuta, seguida de P.
perniciosus, P. sergenti, P. papatasi, P. ariasi y P. alexandri (Anexo: Tablas 1-3). Es
conocido que el método de captura puede afectar al nimero y abundancia relativa de
cada una de las especies. El hecho de que la especie mas frecuente sea S. minuta se
debe principalmente a la utilizaciéon de trampas adhesivas, ya que si el método de
captura utilizado son las trampas de luz el nimero de capturas de S. minuta es
considerablemente inferior (Gallego Berenguer et al., 1992). La tradicional naturaleza
herpetofilica definida para esta especie hace que no se considere importante en la
epidemiologia de la leishmaniosis debida a L. infantum o a L. tropica. Sin embargo, al
haberse relacionado con la transmisién de virus Toscana (Charrel et al., 2006), haber
sido detectado ADN de Mus musculus (ratén) en hembras alimentadas (Jaouadi et al.,
2013), y haberse encontrado infectada con L. major en Portugal (Campino et al.,
2013), no se puede descartar que se alimente también de mamiferos y su posible
implicacion como vector de Leishmania. Pero no es el Unico caso, el género
Sergentomyia también se ha relacionado recientemente con otras especies de

Leishmania, como son L. infantum en Senegal (Senghor et al., 2011), L. major en Mali
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(Berdjane-Brouk et al., 2012), L. major y L. tropica en Ghana (Nzelu et al., 2014), y L.
siamensis en Tailandia (Kanjanopas et al., 2013); y en la transmisidon de virus

(Depaquit et al., 2010)

En la provincia de Granada, P. perniciosus es el principal vector de L. infantum
debido a que tiene una mayor densidad, abundancia y distribucidon que P. ariasi.
Segln los datos obtenidos, P. perniciosus estd presente en el 67'07% de las
estaciones muestreadas, su abundancia total es del 7'51% y su densidad total es de
11’03 ejemplares/m?, mientras que P. ariasi sélo estd presente en el 32'93%, su
abundancia es del 0'75% y su densidad de 1’10 ejemplares/m®. Este papel
predominante de P. perniciosus respecto a P. ariasi también se ha puesto de
manifiesto en otras regiones espafolas (Arnedo Peina et al., 1994; Lepe et al., 2000;
Martinez Ortega, 1985; Morillas et al., 1996; Sanchis-Marin et al., 1997; Sanchis-
Marin et al., 1986b; Galvez et al., 2010a; Duran-Martinez et al., 2013; Ballart et al.,
2014), por lo que se considera que en nuestro pais P. perniciosus presenta una mayor
importancia en la epidemiologia de la leishmaniosis debida a L. infantum que P.
ariasi. Ademas, se ha podido observar que al contrario que en estudios anteriores
desarrollados en la misma zona (Guevara Benitez et al., 1978; Morillas Marquez et al.,
1983; Morales-Yuste, 2012), P. ariasi ha pasado de ser la tercera especie con mayor
abundancia a ser la quinta. Es importante mencionar que en el 90'91% de las
estaciones en las que esta presente P. ariasi también hay P. perniciosus. Ademas, de
todas las estaciones en las que podemos localizar a ambos vectores, en el 94% de los
casos la abundancia de P. perniciosus es mayor o igual que la de P. ariasi, hecho que

nuevamente confirma el papel vectorial predominante de P. perniciosus.

Aunque P. perniciosus es considerado el principal vector de L. infantum en la
Peninsula Ibérica, la capacidad vectorial de P. ariasi ha sido demostrada en multitud
de regiones en las que se ha comprobado su infeccién con varios zimodemos de L.
infantum, tales como Andalucia y Cataluia en Espafia, Arrabida y Alto Douro en

Portugal, Gard-Cevennes y Niza-Alpes Maritimos en Francia, y Taounate en
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Marruecos entre otras (Alves-Pires, 1984; Rioux et al., 1984; Izri et al., 1992; Guilvard
et al., 1996; Morillas et al., 1996; Guessous-Idrissi et al., 1997a; Pratlong et al., 2004;
Marty et al., 2007; Alcover et al., 2012). También es importante destacar que, en
determinadas regiones del sur de Francia y del norte de Espafia, y en Andorra, se ha
comprobado que P. ariasi es predominante sobre P. perniciosus por lo que su
importancia como vector de la leishmaniosis seria mayor (Rioux et al., 1980; Aransay
et al., 2004; Ballart et al., 2012; Rioux et al., 2013). Alcover et al. (2012) observaron
que Ainet de Besan, localidad situada en el norte de Lérida, podria ser un nuevo foco
de leishmaniosis canina, y que el principal papel vectorial lo desempenaba P. ariasi,
debido a que su presencia era mayor que la de P. perniciosus y a que se encontraron

varias hembras de P. ariasi infectadas con L. infantum.

P. sergenti parece haber aumentado su presencia en nuestro pais,
capturandose en el 24’60% de las estaciones, y teniendo una densidad total de 1’35
ejemplares/m®. La abundancia observada fue del 0°90%, aunque este valor estd
infravalorado debido a la eleccién de las trampas adhesivas como método de captura,
mediante el cual el mayor niumero de capturas corresponden a la especie S. minuta
como ya hemos comentado anteriormente (Gallego Berenguer et al. 1992). Si se
tienen en cuenta soélo las especies pertenecientes al género Phlebotomus (Anexo:
Tabla 4) la abundancia aumenta hasta el 91%. Cabe destacar que en determinadas
localizaciones la densidad y abundancia de P. sergenti puede aumentar
significativamente, alcanzando valores de 3527 ejemplares/m’ y representando
hasta el 75% de las capturas. Esta densidad maxima se ha obtenido en una estacién
de muestreo situada entre los pueblos de Albuiiol y Sorvilan, perteneciente al matiz
bioclimatico Termomediterraneo y en la que, curiosamente, se ha producido la Unica
captura de P. alexandri. La abundancia del 75% se ha alcanzado en una estacion
situada en Cherin, poblacion perteneciente al municipio de Ugijar que esta englobada
en el matiz bioclimatico Termomediterraneo, con valores superiores a los observados

para P. perniciosus en ese mismo punto. Esta localidad se encuentra solo a un
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kildmetro de la provincia de Almeria, en la que este matiz bioclimatico esta bien
representado. En focos marroquies emergentes de L. tropica, se ha observado que la
densidad de P. sergenti varia entre 4-16 ejemplares/m” (Ramaoui et al., 2008), vy
Rioux et al. (1986b) mencionan una densidad de 1’79 ejemplares/m? en un foco tipico
de LCA causado por L. tropica localizado en zonas aridas de Tunez. Ademas, en
estudios anteriores se ha mencionado que valores de densidad >4 ejemplares/m? de
P. perniciosus incrementan el riesgo de transmision de L. infantum en perros (Martin-
Sanchez et al., 2009), y que en areas del sur de Francia (Cevennes) donde la densidad
de P. ariasi es 25 ejemplares/m?* aparecen casos de leishmaniosis canina (Rioux et al.,
1977). A pesar del hecho de que las dindmicas de transmisidn pueden ser muy
diferentes, como una aproximacion podemos asumir que los datos anteriores
referentes a L. infantum pueden ser extrapolados al caso de P. sergenti/L. tropica.
Esto podria indicar que la Peninsula Ibérica presenta areas en las que la densidad de
P. sergenti es suficiente para que estos flebotomos sean capaces de actuar como
vectores. Ademas, algunos estudios muestran la afinidad bioclimatica entre el norte
de Marruecos vy el sudeste de la Peninsula Ibérica, asi como la alta concordancia de
las especies de flebotomo encontradas en cada nivel bioclimatico (Martinez Ortega,
1988). Estos hechos, unidos a otros factores, podrian indicar un cierto riesgo de
introduccion de L. tropica de forma igual a lo sucedido en el norte de Marruecos

(Guessous-Idrissi et al., 1997b).

Desde hace varios afios ha crecido el interés por el anadlisis de las variaciones
geograficas entre poblaciones de diferentes especies de Phlebotomus mediante la
comparacion de secuencias de varios genes como son el gen ribosomal ITS-2
(Espaciador Interno Transcrito) o los mitocondriales ND4 (NADH deshidrogenasa,
subunidad 4) y Cyt b (Citocromo b) (Moin-Vaziri et al., 2007; Depaquit et al., 2008;
Belen et al., 2011; Depaquit et al., 2013). A través de ellos se ha ampliado nuestro
conocimiento sobre la estructura genética de estas especies y de su potencial

implicacion en la epidemiologia de la leishmaniosis.
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Tanto en el suroeste europeo como en Espafia, a pesar de no haberse
reportado ningln caso autdctono de L. tropica, se ha observado la presencia de P.
sergenti en gran parte del pais, tal y como hemos mencionado anteriormente. Sin
embargo, se ha sugerido que, tanto la presencia de este vector en zonas libres del
pardsito como las diferencias en los patrones de transmisidon de la LCA, pueden ser
debidos a la existencia de razas o especies cripticas del mismo (Depaquit et al., 2002;
Yahia et al.,, 2004; Boussaa et al., 2009). El hecho de que estas diferencias solo
puedan ser detectadas mediante técnicas bioquimicas y moleculares, las similitudes
existentes en la fenologia de los ejemplares espafioles y marroquies (Sanchis-Marin
et al., 1986a; Martinez-Ortega y Conesa Gallego, 1987a; Guessous-ldrissi et al.,
1997b; Guernaoui et al., 2005), y las caracteristicas climdticas comunes en
determinadas zonas de ambas regiones (Martinez Ortega, 1988), indican la
importancia de realizar un estudio de la variacion molecular de poblaciones de P.

sergenti de ambos paises.

En total se han analizado las secuencias de 58 individuos de P. sergenti, y
hemos podido detectar que las poblaciones de P. sergenti presentan una gran
diversidad, obteniéndose 3 haplotipos ribosomales y 7 mitocondriales en Espafia, y 3
haplotipos ribosomales y 10 mitocondriales en Marruecos. En total se han obtenido 5
haplotipos ribosomales y 16 haplotipos mitocondriales, debido a que en ambos casos
hay un haplotipo comun entre Espaia y Marruecos, englobandose todos ellos en una
Unica linea ribosomal y 4 lineas mitocondriales, con un buen soporte de bootstrap. La
escasas diferencias entre los haplotipos ribosomales, el hecho de que todos formen
parte de una misma linea ribosomal, y la gran variabilidad observada en las
secuencias mitocondriales, pone de manifiesto la mayor utilidad del ADN

mitocondrial para la realizacidon de los estudios intraespecificos de este diptero.

La linea mitocondrial Ill, que es la que incluye al haplotipo comun a ambos
paises “M-A/S-F Cyt b”, estd ampliamente representada en el norte de Marruecos

(zona emergente de LCA), y engloba a un total de 6 haplotipos con 1-5 diferencias. En
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Espaiia esta formada por este haplotipo comun, que representa el 44’4% del total de
ejemplares espafoles secuenciados, y en menor grado por el haplotipo S-G que
difiere del anterior en una Unica base. La linea Ill coincide con la llamada “linea Taza”
de Yahia et al. (2004) que fue encontrada en los tres focos de LCA investigada por
dichos autores. El resto de lineas mitocondriales halladas por ellos también son
coincidentes por las obtenidas en el presente estudio, excepto la linea | que es
exclusivamente espafiola. La gran diversidad genética observada en P. sergenti es
consistente con la hipodtesis de dispersidon de este vector mencionada por Depaquit et
al. (2000, 2002), que indica la colonizacion de Espafia por este vector desde
Marruecos hace aproximadamente 5 millones de afios. El agrupamiento de las
poblaciones de Espafia, Marruecos e Italia en el arbol filogenético de ITS-2 (DNAr)
también estaria de acuerdo con la ruta migratoria propuesta por ellos. Cabe destacar
que, segun varios estudios intraespecificos realizados en P. sergenti, las diferencias
dentro de las poblaciones de esta especie se deben mas probablemente a variaciones
intraespecificas que a la existencia de especies hermanas (Depaquit et al., 2002;
Dvorak et al., 2006), aunque otros autores establecen la posibilidad de que P.
sergenti esté formado por un grupo de especies cripticas (Boussa et al., 2009). La
presencia en Espaifa de una linea mitocondrial de P. sergenti exclusiva junto con una
comun con el norte de Marruecos donde la LCA es endémica y/o emergente podria
tener importantes repercusiones epidemioldgicas, por lo seria necesario averiguar si

hay diferencias en la capacidad vectorial de ambas lineas de P. sergenti.

En el caso de los vectores de L. infantum, distintos analisis comparativos de las
secuencias de genes mitocondriales mostraron que la especie P. perniciosus presenta
dos lineas mitocondriales distintas, una “linea tipica” encontrada en Marruecos,
Tunez, Malta e Italia, y una “linea ibérica” en Espafia, que se diferencian en dos sitios
polimorficos fijos (Esseghir et al., 1997; Esseghir et al., 2000; Aransay et al., 2003;
Pesson et al., 2004; Perrotey et al., 2005). Se han identificado 4 haplotipos de la

“linea tipica” y 2 de la Ibérica (Esseghir et al., 1997; Esseghir et al., 2000; Pesson et al.,
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2004). Ademads se ha encontrado que la “linea tipica” se divide en dos sublinajes
diferenciados por 3 sitios polimoérficos fijos (Pesson et al., 2004). En otro estudio
similar llevado a cabo en 16 localidades del norte, centro y sur de Espafia, Aransay et
al. (2003) secuenciaron 30 ejemplares de P. perniciosus del norte y centro de la
peninsula, perteneciendo todos ellos a la “linea ibérica”. En este mismo estudio, se
observd que esta linea se diferenciaba en dos poblaciones mediante el andlisis de
microsatélites, una que englobaba a los ejemplares del norte y otra que lo hacia con
los del centro y sur, lo cual es consistente con la hipétesis de migracién desde zonas
del sur peninsular. Los trabajos anteriores sugirieron que durante el Pleistoceno P.
perniciosus sobrevivid en Europa en refugios situados en el sur de Espaia e ltalia,
desde los que pudieron sufrir una dispersion postglacial. Por su parte, Perrotey et al.
(2005) identificaron 3 haplotipos de cada una de las lineas mitocondriales de P.
perniciosus mediante el alineamiento de varias secuencias propias junto con algunas
de las publicadas por Essenghir et al. (1997) y Pesson et al. (2004), y mencionaron
que cuando estas lineas se encuentran en el noroeste de Espafa y sur de Francia se
produce entre ellas introgresién genética. Peyrefitte et al. (2013) determinaron la
existencia en Francia de dos haplotipos coincidentes a los propuestos por Perrotey et
al. (2005) y 5 haplotipos adicionales, no perteneciendo ninguno de ellos a la “linea

ibérica”.

Los pocos estudios moleculares existentes sobre P. ariasi parecen mostrar una
cierta heterogeneidad y estructuracion geografica de sus poblaciones. Por ejemplo,
en Cevennes (sur de Francia), se identificaron dos poblaciones mediante el analisis de
sus hidrocarburos cuticulares (Kamhawi et al., 1987), y en Andalucia (Sur de Espafia)
mediante el uso de técnicas de RAPD también se identificaron dos poblaciones
distintas, asociadas con areas que presentaban diferentes caracteristicas
bioclimaticas (Martin-Sanchez et al., 2000). Por esta razéon se ha creido necesario
realizar también un estudio intraespecifico de esta especie vectora, con el fin de

comprobar la composicion de sus poblaciones y su posible repercusion en la
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epidemiologia de L. infantum, de manera similar a lo que ya se ha hecho con P.

perniciosus.

En total se han analizado las secuencias del Cyt b de 133 ejemplares,
morfoldgicamente identificados como P. ariasi, procedentes de 35 localidades
pertenecientes a 11 regiones de 5 paises distintos. Esta especie presenta una amplia
diversidad intraespecifica observandose hasta 45 haplotipos que se diferencian en 1-
26 bases. Los haplotipos hallados estan distribuidos en dos lineas mitocondriales, una
de ellas limitada geograficamente a Argelia y la otra distribuida por el resto de paises
del mediterraneo. La linea de Argelia esta formada por un unico haplotipo (H45). De
acuerdo a la calibraciéon molecular de eventos de especiacion en Phlebotomus vy
Larroussius realizado por Esseghir et al. (1997), la separacidon de estos dos linajes
genéticos puede haberse producido hace 4'7-2’7 millones de afios, con la
reorganizacion tecténica de la subregion del mediterraneo oriental en el Plioceno, un
periodo que también ha sido identificado como el punto de aislamiento de P.

perniciosus y P. tobbi.

De los 44 haplotipos definidos en la linea Europea/Marroqui de P. ariasi, el
mayor numero se encuentran en Andalucia con 16, con la peculiaridad de que 13 de
ellos sélo se encuentran en esta comunidad autdnoma. Las siguientes regiones serian
Madrid con 9, Alto Douro (Portugal) y Gard (Francia) con 8, Herault (Francia) con 6,
Catalufia con 5, Bouches du Rhon (Francia) con 3, y Arrabida (Portugal) y Marrakech
(Marruecos) con 1. Es importante destacar que han sido pocos los ejemplares de
Marruecos estudiados por lo que seria conveniente realizar un estudio con un
nimero mayor de individuos de esta regién. A pesar de que los valores de bootstrap
son bajos, los haplotipos obtenidos se agrupan en 4 haplogrupos o ramas en los que
siempre hay presente un representante de Andalucia, lo que podria demostrar la
hipdtesis de que el sur de Espafia actué como un refugio para estos dipteros durante
el Pleistoceno, y posteriormente se produjo su dispersion desde esta regiéon (Esseghir

et al., 2000; Aransay et al., 2003; Pesson et al., 2004). En un trabajo similar sobre P.
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ariasi, Mahamdallie et al. (2011) encontraron 94 haplotipos divididos en 5
haplogrupos y definidos por 84 polimorfismos en 19 localidades de Francia y la
Peninsula Ibérica, lo que confirma la gran variabilidad genética que presenta esta
especie. De entre estos Haplogrupos cabe destacar que el A es el principal (54
haplotipos), que el F estd solo presente en Marruecos y todos los ejemplares de esta
region estdn incluidos en él, y que el B es el menos frecuente aunque esta
omnipresente con moderada frecuencia en los Pirineos franceses. Estos autores
propusieron dos posibles focos de dispersion de P. ariasi durante el Pleistoceno y el
Holoceno, uno desde Espafia, lo que estaria de acuerdo con lo expuesto
anteriormente, y otro desde los Pirineos orientales franceses cuyos haplotipos en
ningun caso aparecen en el resto de poblaciones analizadas de Francia, Espafia y
Portugal. En las poblaciones naturales se espera que los haplotipos ancestrales
perduren y que sean capturados junto a sus descendientes, lo cual implica que los
haplotipos mas frecuentes en nuestro caso (H10, H22, H36 y H1) probablemente han
estado en la poblacion durante un largo periodo de tiempo, y a partir de ellos han ido
surgiendo el resto de haplotipos mediante mutaciones. En la red definida por el
programa TCS, se muestra a H10 como el haplotipo ancestral, y su ausencia en
Andalucia estaria en contra de la hipotesis de dispersion a partir de esta region,
aungue la presencia del haplotipo H12 (derivado del H10 mediante mutacién) podria

ser un indicio de la presencia de H10 en Andalucia.

La divergencia genética mostrada por P. sergenti y P. ariasi podria implicar a
genes que afectan a sus capacidades vectoriales, al igual que pasa con Lutzomyia
longipalpis (principal vector de L. infantum en el nuevo mundo), especie que se cree
que esta formada por un complejo de 3 0 mas especies hermanas con distinto papel
vectorial (Yin et al., 2000; Arrivillaga et al., 2002; Maingon et al., 2008). De igual
manera en Sri Lanka se han identificado dos especies hermanas de P. argentipes
(mediante el andlisis del Cyt b e ITS-2 entre otros genes) de las que sélo una parece

presentar capacidad vectorial (Gajapathy et al., 2013). Sin embargo, en nuestro caso
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es muy dificil poder establecer si se producen o no estas diferencias en la capacidad
vectorial entre los distintos haplotipos o haplogrupos de P. ariasi, aunque podrian ser
uno de los factores responsables de la heterogeneidad epidemiolégica de los focos de

leishmaniosis causados por L. infantum, entre otros muchos factores implicados.

Ademads de los ejemplares de P. ariasi, se han secuenciado 3 individuos de P.
chadlii, que sorprendentemente se han situado entre las dos lineas de P. ariasi en
todos los métodos de analisis filogenéticos con un buen soporte de bootstrap. La
mejor garantia para verificar que una hipodtesis de relacion es sdlida es la congruencia
entre los caracteres morfolégicos y los genéticos, pero en este caso no es asi. En
principio, una nueva especie solo deberia establecerse cuando existe la certeza de
que, ademas de la existencia de diferencias de naturaleza morfoldgica, hay barreras
de una naturaleza estructural, ecoldgica o etoldégica que impiden una hibridacién con
las especies filogenéticamente mas cercanas. Por lo tanto, la descripcion en Rioux et
al. (1966) de P. chadlii como una nueva especie solo responderia a criterios
morfoldgicos. Sin embargo, es posible que se haya producido una introgresién
mitocondrial interespecifica que haya ocasionado esta incongruencia entre la
filogénia del Cyt b y la morfotaxonomia, aunque no se puede confirmar debido a que
no se ha estudiado ningun gen cuya herencia implique recombinaciéon. Por ejemplo,
Pesson et al. (2004) muestran la existencia de hibridacién interespecifica entre P.
perniciosus y P. longicuspis lo que significa, junto a la existencia de una nueva especie
hermana, que las previas citas de las dos morfoespecies no necesariamente reflejan
sus verdaderos papeles vectoriales o distribucién ecoldgica y geografica. Mazzoni et
al. (2008) confirman la introgresion entre Lu. intermedia y Lu. whitmani (importantes
vectores de leishmaniosis cutdnea americana) lo que podria indicar que estas dos
especies no estan totalmente aisladas reproductivamente y pueden ser capaces de
compartir genes que controlen aspectos de su capacidad vectorial. En el estudio
realizado por Mahamdallie et al. (2011), P. chadlii aparece intimamente relacionado

con las poblaciones de P. ariasi pero fuera del grupo formado por esta ultima especie.
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Aun asi, se puede considerar que se trata de una posicién similar a la ocupada en
nuestro estudio debido a que no se han incluido ejemplares de Argelia, que son los
que forman la segunda linea mitocondrial de P. ariasi. Es necesario confirmar estos
resultados preliminares con el andlisis de al menos dos genes con diferentes tipos de
herencia en un mayor nimero de individuos de P. chadlii y de la linea de Argelia de P.

ariasi.

Una vez analizada la variabilidad genética de las poblaciones de los principales
vectores de L. infantum y L. tropica, el siguiente paso ha sido estudiar los factores
ambientales que determinan su presencia. La obtencidn de estos parametros
ambientales va a tener como principal finalidad la construccion de modelos
predictivos y mapas de riesgo de presencia/ausencia de estos vectores, que van a
permitir un mejor conocimiento de la epidemiologia de la leishmaniosis, y mayor

eficacia en la elaboracién de medidas de profilaxis y control.

El alto numero de ejemplares capturados, la proporcion de puntos de
muestreo positivos de P. perniciosus y P. sergenti y la gran variabilidad bioclimatica,
confirman que la eleccion del sureste de la Peninsula Ibérica es adecuada para la
construccion de modelos predictivos de la presencia de estos dipteros. Ademas, el sur
de la provincia de Granada es un area que incluye altitudes de 0 a 3480 metros sobre
el nivel del mar en pocos kildmetros de distancia, incluyendo varios matices
bioclimaticos con diferentes caracteristicas ambientales y de vegetacidon en un rango
geografico estrecho: Termomediterraneo, Mesomediterraneo, Supramediterraneo,
Oromediterraneo y Criomediterraneo. Asi, se han obtenido datos de Ia
presencia/ausencia de ambos vectores en las 167 estaciones de muestreo
mencionadas anteriormente, de las cuales se han obtenido a su vez los datos
ecoldgicos y climaticos relacionados. A través de andlisis de regresion logistica se han
estimado las probabilidades de presencia de estos dipteros en funcion de las
variables medioambientales. A pesar de que en el estudio univariante la probabilidad

de presencia de P. perniciosus aparece asociada a un gran numero de variables (hasta
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21 variables distintas), en el modelo de regresidn logistica multivariante sélo la
altitud, el uso del terreno (CORINE) y la forma de construccidon de los agujeros de
drenaje (con o sin tuberias de PVC) se han retenido como predictores de la
distribucidon de esta especie vectora. Algo similar ha pasado también con P. sergenti
(12 variables asociadas a su presencia en los modelos univariantes), aunque en este
caso las variables estadisticamente significativas en el modelo multivariante han sido:
altitud, uso del terreno (CORINE), temperatura de la superficie terrestre (LST),
orientacion, cubierta del terreno adyacente, presencia/ausencia de vegetacion en el
muro de contencién y presencia/ausencia de tubos de PVC en los agujeros de

drenaje.

Como se puede observar, tanto la altitud como el uso del terreno actian como
variables predictoras de la presencia de ambas especies. La importancia de estas
variables también ha sido mencionada en otros estudios dentro de la Peninsula
Ibérica (Galvez et al., 2010a; Ballart et al., 2014). La temperatura se ha asociado
anteriormente como un factor determinante en la distribucién y supervivencia de los
flebotomos (Thomson et al., 1999; Aspock et al., 2008; El-Badry et al., 2008; Alarcén-
Elbal et al., 2011; Duran-Martinez et al., 2013; Ballart et al., 2014), al igual que la
altitud (Guernaoui et al., 2006; Maroli et al., 2008; Ballart et al., 2014) y el uso del
terreno (King et al., 2004; Cecchi et al., 2008; Claborn et al., 2008; Duran-Martinez et
al., 2013; Ballart et al., 2014). En nuestro estudio la temperatura ha resultado ser un
condicionante de la presencia de P. sergenti pero no se ha retenido esta variable en
el modelo multivariante de P. perniciosus. Sin embargo, esta variable esta
normalmente correlacionada con la altitud por la relacion directa entre el aumento
de la altitud y el descenso de la temperatura (Rivas Martinez et al., 1987), por lo que
es posible que haya perdido su significacion por esta correlacion. Por el contrario, en
Lérida si se ha establecido relacién entre la temperatura y este diptero (Ballart et al.,
2014). En el caso de P. sergenti, el riesgo de exposicidon a este vector es mayor en

altitudes de 0 a 1153 m (3’5 veces mayor) y a temperaturas de 23’3-26’8°C (7’9 veces
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mayor), siempre a igualdad de las demas variables. Estos datos se corresponden con
la altitud a la que se suele encontrar esta especie en esta region (0-1100 m)(Guevara
Benitez et al., 1978), y a los valores de temperatura de ambientes semidridos o
subhumedos en los que suelen vivir (Martinez-Ortega y Conesa-Gallego 1987). En el
caso de P. perniciosus, esta especie tiene una mayor presencia entre 769 y 1153 m
sobre el nivel del mar, cubriendo parte del Mesomediterraneo vy el
Supramediterraneo, lo que en lineas generales coincide con los datos proporcionados
anteriormente por Guevara Benitez et al. (1978). Aunque Ballart et al. (2014)
mencionan que en la provincia de Lérida se localiza principalmente a altitudes por
debajo de 800 m, se confirma la preferencia por estos dos matices bioclimaticos. Los
cambios en el uso del terreno provocan alteraciones en el microhabitat que rodea a
las estaciones de muestreo, afectando por lo tanto a las poblaciones de flebotomos,
siendo uno de los mayores cambios la urbanizacidon del terreno. Los resultados
muestran que P. perniciosus muestra una menor afinidad por los ambientes urbanos.
Un hecho similar se ha observado en el centro de Espafia donde esta especie prefiere
zonas agricolas (Durdn-Martinez et al.,, 2013), aunque en determinadas zonas de
Portugal se suele localizar mas frecuentemente en ambientes periurbanos (Branco et
al., 2013). En Oriente medio, por el contrario, P. papatasi y P. alexandri suelen estar
relacionados con ambientes urbanos (Colacicco-Mayhugh et al., 2010). Por su parte,
P. sergenti aumenta su riesgo de presencia en zonas con rios y cursos naturales de
agua (87 veces mayor que en otros usos), probablemente por las particulares
condiciones de humedad de estos ambientes. Se ha observado que en determinadas
zonas las larvas de P. sergenti proliferan en areas ricas en agua como canales de
drenaje urbanos o de irrigacién (Lewis, 1971). Una importante limitacién detectada
en el uso de esta variable, y que en general puede ser extrapolada a otras variables
GIS, es la resolucién de los datos, que afecta a la clasificacion del terreno y determina
la introduccidon de un sesgo significativo. Esta limitacion también ha sido puesta de

manifiesto por otros autores (King et al., 2004; Cecchi et al., 2008).
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Otra limitacidn en este tipo de estudios es la dificultad de incluir en el mapa de
riesgo variables que no poseen datos con representacidon espacial, pero que sin
embargo tienen un gran interés epidemioldgico (King et al., 2004; Cecchi et al., 2008).
Este seria el caso de la presencia/ausencia de tubos de PVC en los agujeros de
drenaje, presencia/ausencia de vegetacion en el muro de contencidon y cobertura del
terreno adyacente. En el caso de la presencia/ausencia de tubos de PVC, se ha
observado que la ausencia de PVC aumenta el riesgo de presencia tanto de P.
perniciosus (5’7 veces mayor) como de P. sergenti (5’9 veces mayor). Las otras dos
variables han mostrado que P. sergenti prefiere ambientes con cultivos de almendros
o citricos, en los que los muros de contencién del terreno estén libres de vegetacion
(riesgo 3’1 y 4’2 veces mayor respectivamente), no teniendo influencia en P.
perniciosus. Este hecho indica que, la ausencia de tubos de PVC y la presencia de
vegetacion en los muros de contencién, se muestran como factibles medidas de

control frente a los flebotomos vectores.

Los muros que presentan PVC en sus agujeros de drenaje son generalmente de
mas reciente construccion que los tipicos muros de contencidon del terreno, vy
retienen generalmente menos tierra. Ademas en su interior habitan un menor
numero de animales (reptiles, micromamiferos, artrépodos, etc...), lo que limita las
potenciales fuentes de alimentacidn de las hembras adultas, y reduce la presencia de
la materia organica producida por los residuos de esos animales. Esto provoca, junto
con la escasa retencion de tierra, que sea imposible el crecimiento de las plantas, por
lo que se trata de un ambiente con condiciones desfavorables para la proliferacidon de
las larvas de flebotomo, que necesitan materia organica para su desarrollo. De esta
manera se ha podido comprobar en los distintos mapas de riesgo generados que, a
igualdad del resto de variables, la presencia de tubos de PVC en los muros de
contencion reduce la probabilidad de encontrar a P. perniciosus hasta en un 25'3%, y
a P. sergenti hasta en un 41,1%. A su vez, se ha observado que la presencia de

vegetacion en los muros de contencién reduce la probabilidad de encontrar a P.
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sergenti hasta en un 33’4%, lo que demuestra el potencial uso de ambas estrategias
como factor de proteccién frente a estos vectores, y por lo tanto frente a las

leishmaniosis que transmiten.

Gracias a los procesos de validaciéon realizados, hemos verificado la utilidad
de nuestros modelos de riesgo para predecir la presencia de las especies analizadas
de flebotomos vectores. En el caso de P. perniciosus, se ha puesto de manifiesto una
asociacion lineal entre el riesgo de presencia de este vector y la seroprevalencia de
leishmaniosis canina. En cuanto a P. sergenti, se confirma la utilidad del modelo
generado para la deteccion de zonas de alto riesgo de presencia. Semido-Santos et al.
(1995) observaron que P. sergenti era la especie de flebotomo predominante en el
distrito de Evora. Dicha regién del sur de Portugal se encuentra dentro de una zona
de alto riesgo en nuestro modelo de riesgo tedrico, por lo que se trata de una prueba

de su utilidad para la identificacién de este tipo de zonas.

Es importante destacar que el mayor riesgo de presencia de P. sergenti en el
suroeste europeo esta concentrado en varias zonas del centro y sur de la Peninsula
Ibérica, tal y como se muestra en los mapas de riesgo generados, con valores
maximos de entre el 78% y el 93% segun el modelo aplicado. Estas zonas de alto
riesgo representan lugares en los que el establecimiento de un foco autdctono de L.
tropica es posible. Cabe mencionar que para que se origine este foco se han de
producir una serie de premisas dificiles de predecir. Algunas de éstas son la
introduccion de la enfermedad a través de personas infectadas procedentes de zonas
endémicas, o el hecho de que las poblaciones de P. sergenti que se localicen en la
region presenten capacidad vectorial. En el caso de la introduccion de la enfermedad,
es conocido el flujo humano inmigrante proveniente del Norte de Africa y en menor
medida de Oriente Medio, estando demostrada la presencia del parasito en estas
regiones (Al-Zaharani et al., 1989; Kimutai et al., 2009; Moncaz et al., 2012; Ajaoud et
al., 2013; Akhoundi et al., 2013; Aghaei et al., 2014), y por lo tanto siendo factible el

contacto entre el parasito y el vector. Segun el Instituto Nacional de Estadistica
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espanol (INE), durante el aino 2010 un total de 51.235 inmigrantes provenientes del
Norte de Africa y Oriente Medio entraron en Espafia, de los que 43.931 eran
marroquies y 1.212 de Oriente Medio. A estos datos habria que sumar la inmigracidn
ilegal que es bastante frecuente y sobre la cual no se puede ejercer ningun tipo de
control sanitario. El 0,2% de los inmigrantes visitados en la Unidad de Referencia de
Medicina Tropical en Espafa, desde Abril de 1989 hasta Diciembre de 2007, tenian
leishmaniosis cutanea o cutdneo-mucosa (Norman et al., 2010). En Espafa, se ha
comprobado que la mayoria de los casos de leishmaniosis cutdnea no son declarados
(Alvar et al., 2012), y la identificacidn de las especies involucradas no se suele realizar,
por lo tanto la entrada y establecimiento de nuevas especies no estd controlado
(Gramiccia y Gradoni, 2005). La importaciéon de casos de leishmaniosis cutdnea
causada por L. tropica se ha comprobado en otros paises europeos (Grimm et al.,
1996; Antinori et al., 2004; Gramiccia y Gradoni, 2005; Morizot et al., 2007). En
cuanto al vector, en el presente estudio se ha demostrado la existencia de una linea
mitocondrial de P. sergenti comun entre Espaia y el norte de Marruecos, siendo ésta
una zona emergente de L. tropica, lo que abre la posibilidad de que las poblaciones

de esta especie presentes en Espafia sean capaces de actuar como vectores.

El control de los flebotomos como medida para reducir la transmision de la
leishmaniosis es mas eficiente y mas aceptado por la sociedad que por ejemplo el
sacrificio de perros infectados (Alexander y Maroli, 2003). Recientemente se ha
propuesto la vacunacidn con subolesina/akirina para el control de vectores
artropodos como los flebotomos (Moreno-Cid et al., 2010). Entre los métodos
comunmente empleados para este control, se ha mostrado eficaz la aplicacién de
insecticidas en casas, refugios de animales, vegetacion circundante, y lugares de
alimentacion y reposo de los flebotomos. Sin embargo, por razones
medioambientales no se puede realizar un uso prolongado de estos insecticidas. Es
precisamente en este aspecto donde cobran importancia las medidas como el uso de

tubos de PVC o la incorporacion de vegetacidon en los muros de contencién, ya que se
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trata de procesos simples, baratos y no téxicos que reducen significativamente la
presencia de los flebotomos vectores. Dado que este tipo de muros de contencién
pueden estar localizados cerca de zonas habitadas o lugares de paso, se puede tratar
de un efectivo método de control, que unido a otros procedimentos, podrian ayudar
a reducir la transmision de la leishmaniosis. La utilizacién de mapas de riesgo como
herramienta para el control de vectores y de las patologias que estos transmiten
también ha sido propuesta para el Dengue (Eisen y Lozano-Fuentes, 2009; Chu et al.,
2013), Malaria (Ageep et al.,, 2009; Govoetchan et al.,, 2014), Trypanosomiasis
africana (Cecchi et al.,, 2008; Wardrop et al., 2012) y otras enfermedades de

transmision vectorial (Kalluri et al., 2007; Huang et al., 2013).

En resumen, en este estudio hemos podido comprobar que las poblaciones de
vectores de L. tropica y L. infantum presentan una gran diversidad, que es
coincidente en su mayor parte con las teorias de dispersién propuestas para todos
ellos. A su vez, hemos podido comprobar que P. sergenti presenta una linea
mitocondrial coincidente entre Espafia y Marruecos, que unido al alto riesgo de
presencia observado en los mapas de riesgo, hace que el sur de la Peninsula Ibérica
deba considerarse una zona susceptible de sufrir el establecimiento de L. tropica. La
posible introduccion en el suroeste europeo de este parasito, pone de manifiesto que
hay que tener un mayor control sobre él, ya que de llegar a producirse, habria que
sumar sus casos a los ocasionados por L. infantum, que es endémica en la Europa
mediterrdanea y presenta una amplia distribucién. Por ultimo, para poder prevenir y
controlar los casos de leishmaniosis, se ha mencionado con anterioridad que es mas
eficiente mediante el control de sus vectores. Por este motivo es importante resaltar
el hecho de que, mediante el uso de muros de contencidn del terreno que posean
tubos de PVC en sus agujeros de drenaje y que estén provistos de vegetacion, se
favorece una reduccion significativa de la presencia de flebotomos vectores por lo

gue se muestran como unas factibles medidas de control de la enfermedad.
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5. CONCLUSIONES

A través del analisis de los resultados, en el presente estudio se han obtenido

las siguientes conclusiones:

1- La especie P. perniciosus es el principal vector de L. infantum en Espafia y
presenta una mayor importancia en la epidemiologia de la leishmaniosis
causada por esta especie debido a que posee una mayor densidad, abundancia
y distribucion que P. ariasi.

2- La especie P. sergenti es la tercera especie con mayor abundancia en el
suroeste espanol. En determinadas localizaciones, la densidad y abundancia de
este vector aumenta significativamente, existiendo en la Peninsula Ibérica
areas en las que la densidad de P. sergenti es suficiente para que esta especie
tenga importancia vectorial.

3- La especie P. sergenti presenta una gran diversidad genética, observandose en
las poblaciones espafiolas 1 linea ribosomal con 3 haplotipos y 7 haplotipos
mitocondriales separados en 2 lineas; y una linea ribosomal con 3 haplotipos y
10 haplotipos mitocondriales separados en 3 lineas en las poblaciones
marroquies.

4- Las escasas diferencias entre los haplotipos ribosomales de P. sergenti, el
hecho de que todos formen parte de una misma linea ribosomal, y la gran
variabilidad observada en las secuencias mitocondriales, pone de manifiesto la
mayor utilidad del ADN mitocondrial para la realizacion de los estudios
intraespecificos en los flebotomos.

5- La presencia en Espafa de una linea mitocondrial de P. sergenti exclusiva
espafiola junto con una comun con el norte de Marruecos podria tener
importantes repercusiones epidemioldgicas, dado que la LCA es endémica y/o
emergente en el pais vecino.

6- La especie P. ariasi se caracteriza por su amplia diversidad intraespecifica

presentando hasta 45 haplotipos mitocondriales distintos que se diferencian
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entre 1-26 bases, y estan distribuidos en dos lineas mitocondriales, una de
ellas limitada geograficamente a Argelia y la otra distribuida por el resto de
paises del Mediterraneo.

7- Los predictores de presencia de P. perniciosus son: altitud, uso del terreno
(CORINE) y construccién de los agujeros de drenaje (con o sin tuberias de PVC).
Segln este modelo, P. perniciosus prefiere ambientes no urbanos localizados a
una altitud entre 769-1153 m, y cuyos muros de contencidn no presenten
tubos de PVC en sus agujeros de drenaje.

8- Los predictores de presencia de P. sergenti son: altitud, uso del terreno
(CORINE), temperatura de la superficie terrestre (LST), orientacién, cubierta
del terreno adyacente, presencia/ausencia de vegetacion en el muro de
contencion y presencia/ausencia de tubos de PVC en los agujeros de drenaje.
Segln este modelo, P. sergenti prefiere ambientes situados entre 0-1153 m de
altitud, con temperaturas comprendidas entre 23’3-26’8°C, que estén cerca de
rios o cauces naturales de agua y cultivos de almendros o citricos, con
orientacion de 0-159° (N-NO-O-SO), y cuyos muros de contencion no
presenten ni vegetacion en el muro ni tubos de PVC en sus agujeros de
drenaje.

9- El mayor riesgo de presencia de P. sergenti en el suroeste europeo esta
concentrado en varias zonas del centro y sur de la Peninsula Ibérica. Esto junto
con el flujo humano inmigrante proveniente del Norte de Africa y en menor
medida de Oriente Medio, y la existencia de una linea mitocondrial de P.
sergenti comun entre Espana y el norte de Marruecos, hace que el sur de la
Peninsula Ibérica sea una zona susceptible de sufrir el establecimiento de L.
tropica, posibilitando la entrada de esta enfermedad en el suroeste europeo.

10-Los procesos de validacion de ambos modelos predictivos han confirmado una
correcta determinacién de la presencia de los flebotomos vectores mediante
su utilizacion. En el caso de P. perniciosus, se ha puesto de manifiesto una

asociacion lineal entre el riesgo de presencia de este vector y la
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seroprevalencia de leishmaniosis canina, mientras que en P. sergenti, se ha
confirmado la utilidad del modelo generado para la deteccion de zonas de alto
riesgo de presencia (superiores al 11%).

11-La utilizacidon de tubos de PVC para la construccion de sistemas de drenaje en
los muros de contencidon y la presencia de vegetacion en los mismos, se
muestran como factibles medidas de control frente a los flebotomos vectores,

que podrian ayudar a reducir la transmision de la leishmaniosis.
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7. ANEXO

Tablas resumen de captura de flebotomos

Tabla 1: Numero total de capturas por especie y matiz bioclimatico

Matiz Bioclimatico Sm Pp Pa Ps Ppa Pal Total
Termomediterraneo 12955 759 73 125 118 1 14031
Mesomediterrdneo 12408 1381 130 143 153 0 14215
Supramediterraneo 1612 116 22 8 5 0 1763
Oromediterraneo 10 0 0 0 0 0 10
TOTAL 26985 2256 225 276 276 1 30019
Tabla 2: Abundancia por especie y matiz bioclimatico

Matiz Bioclimatico % Sm % Pp % Pa % Ps % Ppa % Pal
Termomediterraneo 92,331 5,409 0,520 0,891 0,841 0,007
Mesomediterraneo 87,288 9,715 0,915 1,006 1,076 0,000
Supramediterraneo 91,435 6,580 1,248 0,454 0,284 0,000
Oromediterraneo 100,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TOTAL 89,893 7,515 0,750 0,919 0,919 0,003
Tabla 3: Densidad por especie y matiz bioclimatico

Matiz Bioclimatico Dens.Sm Dens.Pp Dens.Pa Dens.Ps Dens.Ppa Dens.Pal
Termomediterraneo 188,085 11,000 1,058 1,818 1,713 0,015
Mesomediterrdaneo 142,437 15,820 1,489 1,645 1,756 0,000
Supramediterraneo 53,790 3,870 0,734 0,267 0,167 0,000
Oromediterraneo 0,546 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TOTAL 132,110 11,030 1,100 1,353 1,353 0,005

Tabla 4: Abundancia por especie y matiz bioclimatico teniendo en cuenta sélo al género

Phlebotomus

Matiz Bioclimatico % Pp % Pa % Ps % Ppa % Pal N2 Total
Termomediterraneo 70,539 6,784 11,617 10,967 0,093 1076
Mesomediterraneo 76,425 7,194 7,914 8,467 0,000 1807
Supramediterraneo 76,821 14,570 5,298 3,311 0,000 151
TOTAL 74,357 7,416 9,097 9,097 0,033 3034
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Direcciones electronicas de las imagenes incluidas en la Tesis Doctoral en las

que no se menciona articulo de publicacion

Figuras:

Figura 2:
Ay B: http://www.16deabril.sld.cu/rev/243/leishmaniosis_tegumentaria.html
C: http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/folia/vol6 _nl/galeria.htm

Figura 3:

A: http://en.wikipedia.org/wiki/Peter Borovsky

B: http://en.wikipedia.org/wiki/William Leishman

C: http://www.nodo50.org/amigosdelosgalgos/leishmania.html
D: http://en.wikipedia.org/wiki/Ronald ross

Figura 5:
http://www.bancodeimagenesmedicina.es/banco-de-imagenes/categorias/retr atos/pittaluga-y-fatt
orini-gustavo-550.html|

Figura 6:

http://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden hiv_coinfection/en/

Figura 9:
A: http://www.sciencephoto.com/media/305799/view
B: http://www.cvbd.org/en/sand-fly-borne-diseases/leishmaniosis/pathogens/

Figura 11:
A: http://www.leishrisk.net/Default.aspx?Menu=MenuMain&MIID=34&WPID=40&L= E
B: http://www.sciencephoto.com/media/259267/view

Figura 12:

http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis maps/en/

Figura 15:
http://fundacionio.org/img/parasitology/leishmania.html

Figura 16:

http://www.who.int/leishmaniasis/Viscerial Leishmaniasis hr.jpg

Figura 19:
B: http://www.documentingreality.com/forum/f149/jericho-buttons-106299/

Figura 22:
http://www.elbercial.com/2012/04/17/leishmaniosis-canina/
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Figura 33:
A: http://www.europeana.eu/portal/record/9200104/wellcomeimages org record W0042574.html
?start=14&query=phlebotomus&startPage=1&rows=24

Figura 34:

A: https://googledrive.com/host/0B11L5z160TcWbUFfT3ZyOFZrMUk/phlebotomus2%28larva%29.jpg

B: http://gruppoleishmania.org/es/flebotomo-como-larva-de-estadio-iv-con-cuatro-ap%C3%A9ndice
s-caudales

C: http://wellcomeimages.org/indexplus/result.htm|?*sform=wellcome-images& IXA CTION =query
&%24%3Dtoday=8& IXFIRST =1&%3Did ref=W0046058& IXSPFX =templates/t& IXFPFX =templ
ates/t& IXMAXHITS =1

Figura 35:
A: http://entnemdept.ufl.edu/creatures/misc/flies/Lutzomyia_shannoni.htm
B: https://googledrive.com/host/0B1IL5z160TcWbUFfT3ZyOFZrMUk/phlebotomus3%28ninfa%29.jpg

Figura 47:
A: http://www.pathobio.sdu.edu.cn/sdjsc/engparabook/ch082.htm
B: http://www.pathobio.sdu.edu.cn/sdjsc/theory eng ppt/Flagellates.ppt

Figura 50:

Perro: http://www.nocturnar.com/forum/mascotas-y-animales/636290-perro-beagle-razas-de-perro
s.html

Gato: https://www.tiendanimal.es/purina-proplan-gato-light-pavo-p-7450.html

Lobo: http://tic1993.blogspot.com.es/

Zorro rojo: http://www.blogodisea.com/2011/desde-cuando-ilegal-caza-del-zorro-gran-bretana/preg

untas-respuestas/

Liebre: http://avesazulyverde.blogspot.com.es/2013 04 01 archive.html

Rata: http://faluke.blogspot.com.es/2010/11/rattus-rattus.html

Flebotomo: http://www.elbercial.com/2012/04/17/leishmaniosis-canina/

Hombre: http://www.diverbo.es/es/blog/reglas-basicas-para-evitar-errores-comunes/gente-2/

Figura 54:

Hombre: http://www.diverbo.es/es/blog/reglas-basicas-para-evitar-errores-comunes/gente-2/

Perro: http://www.nocturnar.com/forum/mascotas-y-animales/636290-perro-beagle-razas-de-perro
s.html

Daman: http://www.warwicktarboton.co.za/other%20crea%20pgs/028RoHyr.html

Flebotomo: http://www.elbercial.com/2012/04/17/leishmaniosis-canina/

Rata: http://faluke.blogspot.com.es/2010/11/rattus-rattus.html

Zorro rojo: http://www.blogodisea.com/2011/desde-cuando-ilegal-caza-del-zorro-gran-bretana/preg

untas-respuestas/
Chacal dorado: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Flickr - Rainbirder - Golden Jackal.jpg

Portada:

Phlebotomus: http://www.cvbd.org/en/media-gallery/photos/

Logo UGR bronce: http://ceres.ugr.es/info_eng/

Europa en imagen satélite: http://butisitart-butisitart.blogspot.com.es/2009/01/europa.html
Satélite: http://www.electronica-basica.com/satelites.html
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7. ANEXO

Contraportada:

Logo UGR: http://secretariageneral.ugr.es/pages/imagen/descargas/descarga

Logo Facultad Farmacia: https://twitter.com/farmappgranada

ADN: http://humanbeingelblogdeandresortega.wordpress.com/2012/04/20/el-adn-del-intra-empren
dedor-como-ventaja-competitiva/

Encabezados de pagina:

Encabezado del indice:
http://gregtork.files.wordpress.com/2009/01/indice-de-un-libro.jpg

Encabezado de la Introduccion:

Leishmaniosis cutanea: http://www.saludnews24.com.ar/noticias/salud/5739-salud-publica-asiste-
a-paciente-con-leishmaniasis-en-misiones.html

Leishmania: http://www.biolib.cz/en/image/id17375/

Encabezado de los Objetivos:
http://javiervite.wordpress.com/2013/06/20/objetivos-generales-especificos-y-diseno/

Encabezado Material, Métodos y Resultados:

ADN: http://humanbeingelblogdeandresortega.wordpress.com/2012/04/20/el-adn-del-intra-empren
dedor-como-ventaja-competitiva/

Flebotomo: http://www.elbercial.com/2012/04/17/leishmaniosis-canina/

Encabezado Discusion General:
Pensador de Rodin-1: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rodin, El Pensador-3.JPG
Pensador de Rodin-2: http://temasdederecho.wordpress.com/tag/el-pensador-de-rodin/

Encabezado Conclusiones:
Manos con bombilla: http://www.nial-advocats.com/blog/2013/07/03/conclusiones-jornadas-arte-
y-galerismo-i/

Dado con letras: http://www.aetrabajosocialysalud.es/1/xi congreso conclusiones 380048.html

Encabezado Bibliografia:

Libros y gafas: http://ocw.um.es/cc.-sociales/metodologias-de-la-investigacion-en-educacion/bibliog
rafia?set language=en

Libros: http://mercantil.blogs.lexnova.es/tag/bibliografia/

Encabezado Anexo:
Clips con @: http://www.ivirtuagroup.com.br/Tz0Classic-TzOEmailWarp.aspx
Carpeta: https://amigogeek.net/artigo/como-enviar-arquivos-grandes-em-um-e-mail/
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