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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 LA LEISHMANIOSIS

En la actualidad, el cambio global, la expansion de los asentamientos humanos y los
movimientos migratorios de personas y animales alrededor del mundo conducen a un
incremento en el riesgo de dispersion de enfermedades transmitidas por vectores. Este hecho
es debido principalmente a alteraciones en la dindmica de transmision de las enfermedades asi
como a la interaccidn entre vectores, parasitos y hospedadores, dando lugar a cambios en sus
patrones de distribucién tanto en areas endémicas como en areas previamente indemnes
(Beugnet y Marié, 2009; Brooks y Hoberg, 2007; Colwell y col., 2011; Kovats y col., 2001,
Maroli y col., 2012; Patz y col., 2000; Sutherst, 2004). Entre estas enfermedades se encuentra
la leishmaniosis, actualmente considerada como una enfermedad emergente o re-emergente en
algunas partes del mundo (Ashford, 2000; Desjeux, 2001; Gallego, 2004; Maroli y col., 2012;
Ready, 2008, 2010; WHO, 2010).

1.1.1 LA LEISHMANIOSIS DESDE UN PUNTO DE VISTA GLOBAL

La leishmaniosis es endémica en regiones tropicales y subtropicales del Nuevo y Viejo
Mundo y se encuentra distribuida en 98 paises con mas de 350 millones de personas en riesgo
(Alvar y col., 2004; Desjeux, 2004; WHO, 2010). 72 de los paises afectados se encuentran en
vias de desarrollo, tratandose de una enfermedad estrechamente ligada a la pobreza,
principalmente presente en areas rurales y suburbanas (Alvar y col., 2006; den Boer y col.,
2011; Maroli y col., 2012). Su prevalencia es de aproximadamente 12 millones de personas
infectadas con una incidencia estimada de 2 millones de casos nuevos por afio. La mortalidad
presenta cifras nada despreciables, cuya tasa anual alcanza los 60.000 fallecimientos, siendo
superada unicamente por la malaria en lo que a dolencias parasitarias se refiere (WHO, 2010).
Todo ello teniendo en cuenta la bien documentada subestimacion de casos debida a la
ineficacia, o incluso inexistencia, de competentes sistemas de vigilancia epidemioldgica,
como ya indican algunos autores (Alvar y col., 2012; Antinori y col., 2012; Copeland y col.,
1990; Desjeux, 2004; Maia-Elkhoury y col., 2007; Mosleh y col., 2008; Portus y col., 2007;
Ready, 2008; Singh y col., 2006; Yadon y col., 2001; WHO, 2010).
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La leishmaniosis estd causada por protozoos flagelados del género Leishmania y es
transmitida por insectos dipteros nematdceros del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y
Lutzomyia en el Nuevo Mundo, que actian como vectores de un modo altamente
especializado y restringido (Desjeux, 1996; Gallego, 2004; Killick-Kendrick, 1990; Ready,
2008). La leishmaniosis se presenta bajo un amplio espectro de formas clinicas, afectando a
una gran variedad de especies de mamiferos, entre ellas al hombre, por lo que suele hablarse
de un conjunto de enfermedades, las leishmaniosis. Mayoritariamente afectan a animales,
siguiendo un ciclo de tipo zoondtico, y los humanos resultan infectados de forma accidental

cuando se encuentran en una area endémica (Sharma y Singh, 2008).

El género Leishmania se caracteriza por la presencia de un kinetoplasto, una mitocondria
gigante que contiene ADN extranuclear. Presenta dos estadios evolutivos destacables, la
forma amastigota, oval y de pequefio tamaifio (2-6um de didmetro), que contiene un nucleo,
un kinetoplasto y un axonema intracitoplasmatico o flagelo interno, y la forma promastigota,
fusiforme, de mayor tamafio (7-15um de longitud), con un nucleo central, un kinetoplasto
prenuclear y un largo flagelo anterior libre (Ashford, 2000; Dedet y Pratlong, 2003; Gallego
Berenguer, 2003).

El género Leishmania Ross, 1903 estd incluido dentro de la familia Trypanosomatidae, orden
Kinetoplastida, subreino Protozoa (Bafiuls y col., 2007; WHO, 2010). A nivel global, unas 20
especies pertenecientes a este género han sido identificadas como patogénicas para los
humanos (Ashford, 2000; Bafiuls y col., 2007; Desjeux, 1996), las cuales se hayan incluidas
en dos de los subgéneros que lo comprenden: Leishmania, en el Viejo Mundo, y Viannia, en
el Nuevo Mundo (Bates, 2007; Gallego, 2004; Lainson y Shaw, 1987, WHO, 2010). Un
elevado nimero de factores virulentos dependen del parasito, de modo que la especie de
Leishmania aislada determina fuertemente como va a desarrollarse la enfermedad. Por tanto,
su identificacion es esencial en cada foco debido a sus implicaciones en el conocimiento

epidemiologico, control y tratamiento de la enfermedad (WHO, 2010).

La clasificacion de Leishmania se basd en su inicio en criterios eco-bioldgicos.
Posteriormente, la variabilidad del parasito y su efecto en la epidemiologia se han estudiado
de forma tradicional mediante técnicas isoenzimaticas y caracterizacion de zimodemas
permitiendo efectuar diversas clasificaciones para el género Leishmania (Gallego y col., 2001;
Martin-Sanchez y col., 1996; Pratlong y col., 1991, 2009; Rioux y col., 1990; Thomaz-Soccol
y col., 1993a,b). Durante los ultimos afios, y aun siendo ésta la técnica de referencia aplicada

al mas grande y variado nimero de aislados de Leishmania en el ultimo cuarto de siglo, la
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validez de esta clasificacion ha sido repetidamente cuestionada (Schonian y col., 2008). Mas
recientemente, se ha estado realizando el genotipado de cepas de Leishmania, aisladas de
distintos hospedadores, gracias a la aplicacion de técnicas de biologia molecular, lo que ha
permitido observar una gran variabilidad entre aquellas pertenecientes a un mismo zimodema
(Bafiuls y col., 2007; Botilde y col., 2006; Montoya y col., 2007; Rotureau y col., 2006;
Schonian y col., 2008, 2010, 2011).

Si bien la leishmaniosis presenta una distribucion mundial, con excepcion del continente
Antértico (Gallego, 2004), algunas de las especies del género presentan una distribucion
geografica mas o menos focalizada como, por ejemplo, L. donovani, presente en China, Iran,
Etiopia o Arabia Saudi, L. tropica, ampliamente difundida en el Norte de Africa con ciclos
epidémicos bien conocidos en Sudan, Sudan del Sur, Etiopia y Kenia, asi como en el
subcontinente Indio (India, Bangladesh y Nepal) y en otros paises de la cuenca mediterranea
como Grecia, L. brasiliensis, presente en algunos paises sudamericanos como en la Guayana
Francesa, Venezuela o Brasil, y L. infantum, especie presente en Espafia, Francia, Portugal,
Italia, Malta, Grecia, Chipre, Albania, Yugoslavia o Rumania (Antinori y col., 2012; Ashford,
2000; Desjeux, 2001; Léger y Depaquit, 2008; Ready, 2008) y también en paises de
Sudamérica (Antinori y col., 2012; Barrio y col., 2012; Batista y col., 2012; de Almeida y
col., 2012; de Lima y col., 2009).

Las distintas especies de Leishmania presentan distintas modalidades de ciclos
epidemioldgicos; sin embargo, todas ellas desarrollan un mecanismo de infeccion similar
(Palatnik de Souza y Day, 2012). El ciclo indirecto o heteroxeno de las leishmanias tiene
lugar en el interior de células macrofagicas del sistema fagocitico mononuclear de mamiferos
y se completa con el concurso de los hospedadores invertebrados, hembras de flebotomos, en
el tubo digestivo de los cuales el parasito se multiplica. Como ya se ha mencionado, el ciclo
bioldgico comprende la intervencidon de dos formas evolutivas principales: la intracelular en el
hospedador vertebrado, llamada amastigota, y la extracelular en el hospedador invertebrado,
la forma promastigota (Ashford, 2000; Dedet y Pratlong, 2003; Gallego, 2004; Gallego
Berenguer, 2003). Cuando el flebotomo parasitado pica a un hospedador vertebrado para
alimentarse, le inocula formas promastigotas de su intestino a través de la proboscide (Killick-
Kendrick, 1999). Estas formas son fagocitadas por los macréfagos donde se transforman en
amastigotes y se dividen por fisidn binaria hasta que la membrana del macrofago se rompe y
éstas vuelven a ser fagocitadas de nuevo por otros macrofagos cercanos u otras células del

sistema reticulo-endotelial, pudiéndose diseminar hacia otros drganos a través de la
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circulacidn, principalmente la médula espinal, el higado y el bazo (Dedet y Pratlong, 2003;
Gallego-Berenguer, 2003; Neuber, 2008). Los parasitos pueden ser de nuevo ingeridos
mediante la picada de otro flebotomo, donde las formas amastigotas seran liberadas de sus de
sus células hospedadoras y transformadas, de nuevo, en formas promastigotas infestantes en
la zona anterior del intestino. Estas complejas transformaciones morfoldgicas y funcionales
comportan la diferenciacion de promastigotes prociclicos a metaciclicos o infectivos que, al
ser incapaces de fijarse a la pared del intestino, se dirigen a las regiones bucales donde
bloquean la faringe de los flebotomos y son regurgitados en el transcurso de una ingesta
sanguinea subsiguiente, penetrando por la lesién producida durante la picadura (Alcover y
col., 2012; Bates, 2007; de Almeida y col, 2003; Sacks, 2001; Volf y col. 2008). Se ha
descrito también la transmision mediante parasitos presentes en la saliva del vector (Killick-
Kendrick y Rioux, 2002). En funciéon de su localizacién y diseminacion a partir del punto de
inoculacion, dardn lugar a una u otra forma clinica de la enfermedad. Otros factores que
pueden incidir en la topografia de las leishmanias son el tamafio del indculo, los componentes
de la saliva del hospedador asi como el estado inmunitario del mismo, entre otros (Killick-

Kendrick, 1987).

1.1.1.1 LA LEISHMANIOSIS HUMANA

En el hombre, la leishmaniosis puede cursar con un amplio rango de signos y/o sintomas
clinicos siendo las formas visceral y cutanea las mas comunes (Antinori y col., 2012; Gallego,
2004; WHO, 2010). La leishmaniosis visceral es la forma mas severa de la enfermedad,
afectando a los drganos internos, y de fatal desarrollo si no se trata. La mayoria de infecciones
son asintomaticas (Biglino y col., 2010; Michel y col., 2011; Riera y col., 2004, 2008),
aunque la malnutricién y la inmunosupresion predisponen al desarrollo de la enfermedad
clinica (WHO, 2010). El 90% de los casos ocurre en las dreas mas pobres de Bangladesh,
Brasil, Etiopia, India, Sudan y Sudan del Sur (Desjeux, 2004; WHO, 2010). Debido a la co-
infecciéon con el VIH y a la inmunosupresion en trasplantados y personas bajo tratamiento
quimioterapéutico, la leishmaniosis visceral ya no queda restringida Unicamente a areas
endémicas ni a nifios, que era el grupo mas afectado hasta hace poco tiempo, y el nimero de
casos continua en aumento (Alvar y col., 1997; 2008; Desjeux y Alvar, 2003; Ezra y col.,
2010; Palumbo, 2010; WHO, 2010). En el sur de Europa, por ejemplo, mas del 70% de los
casos de leishmaniosis visceral en adultos estan asociados al VIH (WHO, 2010). Por otra

parte, la forma cutdnea es la mas comun. La leishmaniosis cutdnea, que puede revertir de
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forma espontinea, es causante de ulceras en cara, brazos y piernas, dando lugar a serios
problemas de discapacidad y lesiones desfigurantes multiples. La clinica tiende a variar en
funcion de los distintos tipos de parasito, del estado inmunoldgico e incluso de la respuesta
inmune determinada genéticamente por los pacientes. El 90% de los casos ocurren en
Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Sudan del Norte, Iran, Peru y
Siria (Desjeux., 2004; WHO, 2010). En Sudamérica existe una leishmaniosis de tipo
tegumentario que afecta a las mucosas y que ocasiona las mencionadas lesiones desfigurantes,
provocando asi la discriminacion y estigma social asociados a la enfermedad. Este tipo de
leishmaniosis recibe el nombre de leishmaniosis mucocutdnea (Desjeux, 2004; Gallego,

2004).

1.1.1.2 LOS RESERVORIOS DE LA LEISHMANIOSIS

El ciclo de las leishmanias es heteroxeno, alternandose entre un hospedador invertebrado
(flebotomos) y otro vertebrado, un mamifero. Ademas del humano, otras especies de
mamiferos se han visto afectadas por distintas especies de Leishmania, lo que da lugar a
distintas modalidades de ciclos epidemiologicos, zoondtico o antroponoético y, dentro de los
primeros, de tipo zoonético primario, con intervencion de un hospedador selvatico, o
secundario, con intervencion de un animal doméstico (Killick-Kendrick, 1987). La presencia

de uno u otro tipo de ciclo epidemiologico dependera de la especie de Leishmania.

Normalmente, suele existir un reservorio hospedador principal en un foco particular, pero
otros animales presentes en al area pueden resultar infectados, siendo hospedadores
accidentales. Aun asi, la mera presencia de infeccion en una especie en particular no indica
necesariamente que sea un reservorio de la misma (WHO, 2010). Se han encontrado
infecciones en animales tanto domésticos como salvajes, que pueden o no mostrar signos
aparentes de infeccion, como por ejemplo, gatos, perros, caballos, canguros, ratas y otros
roedores, zarigiieyas y perezosos, entre otros (Bousslimi y col., 2012; Carreira y col., 2012;
Fernandez-Bellon y col., 2006; Gramiccia, 2011; Grevot y col., 2005; Hamadto y col., 2007;
Humberg y col., 2012; Koehler y col., 2002; Maia y col., 2010, 2011; Maroli y col., 2007;
Martin Sanchez y col., 2007; Portus y col., 2002; Rose y col., 2004; Rotureau, 2006; Sobrino
y col., 2008; Solano-Gallego y col., 2003; WHO, 2010).

En el caso concreto de L. infantum, ésta ha sido detectada, ademdas de en algunos de los

animales ya citados, en tejones, martas, mangostas, ginetas, mustelas, zorros, linces ibéricos,
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conejos, gallinas, y otros canidos como lobos o chacales, pero su significado epidemioldgico
no esta comprobado (Abranches y col., 1983; Azizi y col., 2011; Baneth y col., 1998; Chitmia
y col., 2011; Criado-Fornelio y col., 2000; Fisa y col., 1999; Gramiccia y col., 1982; Martin-
Iniesta y col., 1982; Millan y col., 2011; Morillas y col., 1985; Papadogiannakis y col., 2010;
Portas y col., 2002; Quinnell y Courtenay, 2009; Rioux y col., 1968). Solo se ha demostrado
que los zorros y las liebres podrian mantener el ciclo salvaje de la enfermedad, siendo los

perros los responsables del ciclo doméstico (Alvar y col., 2004; Molina y col., 2012).

1.1.1.2.1 LA LEISHMANIOSIS CANINA

Alrededor del mundo, distintas especies de Leishmania han sido aisladas del perro como son
L. infantum, principalmente en los paises de la cuenca mediterranea y Oriente Medio, L.
tropica y L. donovani en el Viejo Mundo, L. braziliensis, L. panamiensis, L. mexicana y L.
peruviana en el Nuevo Mundo. A pesar de su aislamiento, se considera que el perro es
reservorio y presenta importancia epidemioldgica demostrada para L. infantum, L. braziliensis
y L. peruviana (Gallego, 2004; Dantas-Torres, 2007). En el caso de L. infantum, a pesar de
haberse hallado el parasito en varias especies de mamiferos, se considera al perro como
principal reservorio de la enfermedad (Gramiccia y Gradoni, 2005; Solano-Gallego y col.,

2001).

La leishmaniosis canina es una enfermedad ampliamente distribuida y presente en 42 paises
de Europa, Africa, Asia y América. Se considera la mayor infeccion zoondtica potencialmente
fatal en estas regiones, sospechandose su presencia en otros tres paises de Africa (Baneth y
col., 2008; Gallego, 2004; Ready, 2008; WHO, 2010). Se ha estimado que por lo menos 2,5
millones de perros estan infectados solamente en el suroeste de Europa (Moreno y Alvar,
2002) y que la enfermedad se estd expandiendo hacia el norte, introduciéndose en las faldas
de cadenas montafiosas como los Alpes y los Pirineos (Baldelli y col., 2011; Biglino y col.,
2010; Dereure y col., 2009; Ferroglio y col., 2005; Maroli y col., 2008). Como recogen
Solano-Gallego y col.,, 2009 la prevalencia de la enfermedad varia en funcién de las
condiciones ecoldgicas y climaticas de cada pais, presentando valores alrededor del 90% en el
sur de Francia (Berrahal y col., 1996) o del 65% en el centro de Grecia (Leontides y col.,

2002).

A pesar de ser una enfermedad considerada importante bajo un punta de vista socio-

econdmico y/o sanitario por la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE), y considerando
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que los perros constituyen el mayor reservorio del parasito y representan un riesgo para los
humanos (Dujardin y col., 2008; Gallego, 2004; Ready 2010), el control es practicamente

nulo existiendo una elevada subestimacion de casos.

La leishmaniosis canina puede cursar con afectacion visceral y cutdnea aunque generalmente,
y a diferencia de la leishmaniosis humana, se suelen presentar signos clinicos cutaneos y
viscerales de forma concomitante (Dereure, 1999; Gallego, 2004; Solano-Gallego y col.,
2001). El periodo de incubacién de la enfermedad, antes de la aparicion de la clinica, puede
tardar de tres meses a siete afios (Solano-Gallego y col., 2001). En focos endémicos, existe
una baja tasa de enfermedad clinica aparente y, por tanto, muchos de los animales son
asintomaticos, de modo que los casos clinicos son solamente la punta del iceberg en estas
areas (Alvar y col., 2004; Baneth y col., 2008; Miré y col., 2008; Solano-Gallego y col.,
2009). Hay que remarcar que tanto los perros sintomdticos como los asintomadticos son
infectivos para los flebotomos (Molina y col.,, 1994). Estudios longitudinales en dareas
endémicas han demostrado que la historia natural de los perros infectados puede transcurrir
por distintos caminos (Oliva y col., 2006; Quinnell y col., 2001). En algunos perros, los
signos clinicos severos de la enfermedad aparecen rapidamente después de la infeccion. Se
cree que €stos no son capaces de desarrollar una respuesta celular efectiva, a pesar de ello
tienen una fuerte pero inefectiva respuesta humoral (Barbiéri, 2006; Pinelli y col., 1994). Un
segundo grupo de perros permanece infectado durante un largo periodo de tiempo (incluso
aflos), pero son capaces de evitar la aparicion de lesiones clinicas (Killick-Kendrick y col.,
1994; Pinelli y col., 1994). De todos modos, un cambio en el estado de salud de estos perros
0, por ejemplo, la administracion de drogas inmunosupresoras o bien una enfermedad
inmunosupresora severa, puede llevar a la activacion de la infeccidn latente y al desarrollo de

signos clinicos (Baneth y col., 2008).

Los distintos signos clinicos manifestados en perros sintomaticos pueden presentar grados de
severidad muy variables mostrando asi la complejidad de esta enfermedad y de su
epidemiologia (Baneth y col., 2008). La mayoria suelen presentar caquexia, atrofia muscular
generalizada, linfadenomegalia y descamacion. Otros signos que pueden aparecer son
afectaciones dérmicas como dermatitis o lesiones incurables, asi como esplenomegalia,
disfuncién renal, enfermedad del higado, lesiones dseas, oculares, palidez de mucosas, fiebre,
onicogriposis, epistaxis, anemia y pérdida de peso (Agut y col., 2003; Alexandre-Pires y col.,

2006; Ciaramella y col., 2005; Jittner y col., 2001; Lima y col., 2004; Naranjo y col., 2005;
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Nieto y col., 1992; Papagogiannakis y col., 2005; Pefia y col., 2000; Solano-Gallego y col.,
2004, 2009; Vamvakidis y col., 2000).

Distintos factores tanto inherentes al perro como a las condiciones ecoldgicas y ambientales,
como el género, la edad, la raza del hospedador, el habitat del perro, la altitud, la vegetacion o
el clima, entre muchos otros, son considerados como factores de riesgo por algunos autores,
estando asociados a la aparicion de la enfermedad a través de estudios epidemioldgicos en
multiples ocasiones (Abranches y col., 1991; Acedo-Sanchez, 1998; Alonso y col., 2010;
Biglino y col., 2010; Fisa y col., 1999; Franca-Silva y col., 2003; Galvez y col., 2010b;
Morales-Yuste y col., 2011; Pozio y col., 1981; Ranque y col., 1975; Sideris y col., 1996;
Solano-Gallego y col., 2000; Zaffaroni y col., 1999).

La deteccidn y el tratamiento de los casos de leishmaniosis canina que aparecen en zonas no
endémicas, donde la infeccion natural no suele ocurrir, como en el norte de Europa, necesitan
de actuaciones rapidas para evitar la aparicion de nuevos focos de la enfermedad (Baneth y
col., 2008; Shaw y col., 2003; Teske y col., 2002). La mayoria de estos casos ocurren por el
desplazamiento de perros hacia zonas endémicas por periodos vacacionales de los
propietarios, adopciones o bien por la importacion de otras razas para su comercializacion
(Baneth y col., 2008; Mettler y col., 2005; Passantino, 2006; Shaw y col., 2003). De este
modo, se han encontrado casos en Holanda (Teske y col., 2002), Alemania (Gothe y col.,
1997; Naucke y col., 2008) e Inglaterra (Shaw y col., 2009). A pesar de que estos perros
ayudan a mantener la presencia del parasito entre la poblacidn canina, el riesgo de transmision
autéctona en casos de ausencia de los vectores es relativamente baja (Baneth y col., 2008;
Solano-Gallego y col., 2009). A pesar de ello, si se alcanzaran las condiciones dptimas para la
transmision, como una elevada densidad de vectores y de perros, la infeccion podria
extenderse rapida y ampliamente a través de la poblacion canina (Oliva y col., 2006; Quinnell
y col., 1997, 2003). De este modo, que cambios producidos en las dindmicas de poblacion de
los flebotomos asi como cambios referidos a la poblacion canina, llevarian a la apariciéon de

nuevos focos permanentes (Solano-Gallego y col., 2009).

Existe también algin caso ocasional en la literatura de transmision vertical de la enfermedad
(Boggiatto y col., 2011; Rosypal y col., 2005), transmisién venérea (Silva y col., 2009),
transmision directa por transfusion sanguinea (de Freitas y col., 2006) o bien de perro a perro
(Duprey y col., 2006), aunque sin evidencia experimental demostrada. Sin embargo, en
ausencia de vectores, estos casos inusuales podrian jugar un rol importante en la

epidemiologia de la enfermedad (Solano-Gallego y col., 2009).
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1.1.1.3 LOS FLEBOTOMOS VECTORES DE LA LEISHMANIOSIS

Los flebotomos juegan un papel crucial en la transmisién de diferentes agentes patdogenos
causantes de enfermedades zoondticas. Ademas de la leishmaniosis también son responsables
de la transmision de la bartonelosis o enfermedad de Carrion y de ciertas arbovirosis
(Abonnenc, 1972; Alexander y Maroli, 2003; Dolmatova y Demina, 1971; Izri y col., 2006;
Maroli y col., 2012).

Son insectos dipteros nematdceros que pertenecen a la familia Psychodidae enmarcados en la
subfamilia Phlebotominae (Léger y Depaquit, 2002; Maroli y col., 2012). De pequeiio
tamafio, entre 1 y 4 mm de longitud, tienen un aspecto muy caracteristico que permite
diferenciarlos del resto de insectos de forma rapida, incluso a simple vista: el cuerpo es de
color generalmente palido (amarillento, grisiceo o marronaceo), aunque algunas especies son
practicamente negras, y esta cubierto de finas sedas lo que les confiere un aspecto muy
peludo. El térax es giboso y en €l se presentan tres pares de patas muy largas y finas, dos alas
lanceoladas peludas, de venacion caracteristica, de casi igual longitud que el cuerpo y que en

posicidn de reposo forman una “V” (Gil Collado, 1989; Killick-Kendrick, 1999) (ver Anexo
1).

Se considera que el origen de los flebotomos es anterior a los 120 millones de afios. La
primera especie de este grupo fue descrita en 1786 por Scopoli (Léger y Depaquit, 2002) y
hasta la fecha se han descrito unas 800 especies, pero solamente entre un 10-15% de ellas
actuan como vectores, de las cuales unas 30 son consideradas de importancia en salud publica
(Bates, 2007; Maroli y col., 2012; Sharma y Sing, 2008). Algunas especies estan adaptadas de
forma especifica a la transmision de una especie concreta de Leishmania, mientras que otras
son capaces de transmitir varias especies distintas (Alcover y col., 2012; de Almeida y col.,

2003; Volf'y col., 2008; WHO, 2010).

Los flebotomos constituyen un grupo homogéneo y monofilético, cuya posicion taxondmica
ha sido objeto de controversia (Léger y Depaquit, 2002; Maroli y col., 2012). La posicion de
las especies del Viejo Mundo esta mas aceptada que la de aquellas que pertenecen al Nuevo
Mundo (Léger y Depaquit, 1999, 2002). La revisiéon mas aceptada para éstas ultimas es la de
Galati 2003 (Maroli y col., 2012; WHO, 2010). En el pasado, las técnicas isoenzimaticas y de
cromatografia de gases de los hidrocarbonos cuticulares eran de gran ayuda para la
identificacion de especies morfoldgicamente indistinguibles (Benabdennbi y col., 1999;
Dujardin y col, 1999; WHO, 2010). Actualmente, se estan poniendo en practica nuevas

técnicas de biologia molecular que permitan medir las diferencias genéticas y evolutivas entre
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poblaciones (Aransay y col., 2000; Bardn, y col, 2008; Depaquit y col., 2000; di Muccio y
col., 2000; Esseghir y col., 2000; WHO, 2010). Aun asi, las caracteristicas morfoldgicas
siguen siendo las mas ampliamente utilizadas para distinguir entre especies de flebotomos

(WHO, 2010).

Los flebotomos se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones tropicales,
subtropicales y temperadas, incluyendo el sur de Europa, Asia, Africa, Australia y América.
Su distribucién se extiende hacia el norte hasta la latitud 50°N en el sudoeste de Canada y
justo por debajo de esta latitud en el norte de Francia y Mongolia. Su distribucién por el sur
llega hasta la latitud 40°S, pero se encuentran ausentes en Nueva Zelanda y las islas del
Pacifico (Killick-Kendrick, 1999; Lane, 1993). Su distribucion altitudinal va desde al nivel
del mar hasta los 3.300 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m.) en Afganistan (Killick-
Kendrick, 1999; Maroli y col., 2012). En el Viejo Mundo, los géneros Phlebotomus y
Sergentomyia son los que presentan una distribucién geografica mas amplia, encontrandose
en nuestro entorno. El género Phlebotomus tiene una distribucion netamente paledrtica,
mientras que las especies del género Sergentomyia estan implantadas sobre todo en Africa
subsahariana y en Asia meridional, aunque también se pueden encontrar en Oceania (Léger y
Depaquit, 2002). En el Viejo Mundo, el género Sergentomyia comprende especies
herpetofilas que pueden picar ocasionalmente al hombre, por lo que no estan incriminadas en
la transmision de enfermedades, (Izri y col., 2006; Killick-Kendrick, 1999; Lane, 1993; Léger
y Depaquit, 2002).

La presencia de la leishmaniosis en un area geografica determinada estd influenciada por la
presencia de los vectores, su comportamiento, periodo de actividad y fenologia, tropismo
trofico, edad fisiologica, tasa de parasitismo por leishmanias, biodiversidad de las
poblaciones, etc., constituyendo el factor focalizador de la enfermedad (Alexander y Maroli,
2003; Rioux y col, 1970). Cada especie posee una biologia compleja y propia. Se han
estudiado otros potenciales vectores de las leishmaniosis, pero no hay evidencias
significativas de su rol en la transmision natural del parasito (Colombo y col., 2011; Coutinho

y col., 2005; Coutinho y Linardi, 2007; Dantas-Torres y col., 2010; Paz y col., 2010).

En la region mediterranea europea, cinco especies del género Phlebotomus subgénero
Larroussius son vectores demostrados de la enfermedad humana y canina causada por
Leishmania infantum: P. ariasi, P. perniciosus, P. perfiliewi, P. neglectus y P. tobbi. En
algunos focos, mas de una especie puede ser responsable de la transmision de la leishmaniosis

(Guilvard y col., 1996; Rioux y col., 1986; WHO, 2010).
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Su rango de actividad se encuentra entre los 15 y los 28°C, y siempre esta asociado con una
alta humedad relativa y ausencia de viento y lluvia. La mayoria de las especies antropofilicas
presentan una actividad crepuscular o nocturna, cuando la temperatura desciende (19-20°C) y
la humedad relativa aumenta, momento en que salen de sus lugares de reposo para ir a
alimentarse, aunque algunas especies pican durante el dia. El periodo de actividad varia segiin
la localizacion geografica, desde principios de primavera hasta finales de otofio en la cuenca
mediterranea y todo el afio en Sudamérica. Son muy sensibles al viento, no saliendo de sus
lugares de reposo si las condiciones no son favorables (limite: 1m/seg.) (Killick-Kendrick,
1983, 1999; Léger y Depaquit, 1999, 2001; Sharma y Sing, 2008; WHO, 2010). Los
flebotomos son malos voladores, por lo que no se dispersan a grandes distancias de los
lugares de cria. No suelen desplazarse a mas de 1 Km de distancia, aunque alguna especie se
ha encontrado a unos 2 Km (Killick-Kendrick, 1999; Léger y Depaquit, 1999). El vuelo es
silencioso y su desplazamiento lo efectian a modo de pequefios saltos, de abajo hacia arriba,

sobre paredes verticales y frecuentemente a baja altitud (Léger y Depaquit, 1999).

Los lugares de reposo diurno son microhdbitats frescos, himedos y oscuros e incluyen
cuevas, fisuras en muros, rocas o suelo, vegetacion densa, agujeros en arboles y contrafuertes,
madrigueras de roedores y otros mamiferos, nidos de aves y termiteros (Killick- Kendrick,
1999; Mir6 y Molina, 2006). Por otra parte, el hombre le estd ofreciendo una gran variedad de
habitats en ambientes humanizados o antropdfilos, como casas, letrinas, bodegas, establos,
sotanos, lefieras, jardines, mechinales, alcantarillas, basureros, granjas, etc. en los que se ha

adaptado a vivir de manera 6ptima (WHO, 2010).

Los flebotomos son insectos holometabolos, con una fase de huevo, cuatro estadios larvarios
terrestres, una pupa sésil y una fase adulta o imago. Los lugares de cria de los flebotomos son
muy poco conocidos, dada la dificultad de su hallazgo debido al ciclo terrestre. En plena
naturaleza, crian en aquellas zonas donde se acumula materia organica y se conserva una

humedad relativa alta (Gil Collado, 1989; Léger y Depaquit, 2001; WHO, 2010).

Las formas juveniles requieren de humedad, temperatura fresca y materia organica para
alimentarse. Los huevos suelen eclosionar entre los 7-20 dias. El desarrollo larvario (tres
mudas) es relativamente lento, durando unas tres semanas antes de la pupacion. Los adultos
emergen de la pupa después de entre diez y setenta dias, con un predominio en la eclosion de
machos al inicio. La duracién de este ciclo varia mucho en funcién de la especie, la
disponibilidad del alimento por parte de la larva y de la temperatura, que viene condicionada

por la época del afio y la ubicacidén geografica del lugar de cria. En qué estado del ciclo vital
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ocurre el periodo de diapausa viene determinado por la especie y las condiciones ambientales
(Gil Collado, 1989; Killick-Kendrick, 1999; Léger y Depaquit, 1999, 2001; Maroli y col.,
2012; Molina, 1991; WHO, 2010).

Tanto los machos como las hembras se tienen que alimentar de liquidos. Ambos sexos
ingieren sustancias azucaradas que les proporcionan la energia necesaria para su
supervivencia (savia y néctar de plantas o azucares que producen otros insectos como afidos y
coccidos). Las hembras, ademads, necesitan ingerir sangre para que se pueda producir el
desarrollo de los huevos (Killick-Kendrick, 1999), siendo asi las unicas que pican y las
responsables de la transmision de la leishmaniosis, aunque pueden alimentarse de otros
mamiferos, aves, reptiles o anfibios, en funcién de la especie (Géllego Culleré, 1997). La
autogenia suele darse poco a menudo y en la primera ovisposicion. La digestion se efectua
entre 3 y 10 dias y permite la maduracion de 50 a 200 huevos que son puestos en el suelo (Izri
y col., 2006). Tipicamente dan saltos alrededor del hospedador antes de reposar para picar y
cuando se acercan lo hacen en silencio (Killick- Kendrick, 1999; Léger y Depaquit, 2001).
Los adultos presentan un aparato bucal de tipo picador-chupador, con piezas bucales cortas
pero fuertes. Son insectos telmdfagos, dado que al cortar la piel seccionan capilares y
producen charcos de sangre alimentandose de ellos aspirdndola directamente. También cortan
terminaciones nerviosas originando la sensacion de dolor o de “mordedura” que se tiene
cuando pican. Entre aquellas especies domésticas, las hay exofilicas y endofilicas en funcién
de si pican en el exterior o interior de las viviendas, aunque este comportamiento puede variar
mucho dentro de una misma especie en distintas areas geograficas (Killick- Kendrick, 1999;

Sharma y Sing, 2008).

Las distintas especies difieren en el numero de ingestiones de sangre que realizan durante un
ciclo gonotréfico. Se denomina ciclo gonotrofico al periodo de tiempo comprendido entre dos
ingestiones de sangre. Frecuentes ingestiones de sangre aumentan el contacto entre vectores y
vertebrados y, a su vez, la eficiencia de la transmision de leishmaniosis. A lo largo de su vida,
una hembra de flebotomo puede picar entre tres y cinco veces, aunque la gran mayoria muere
después de realizar la primera puesta de huevos. Desde que ingieren sangre, y una vez ya
fecundadas, las hembras se ocultan de 6 a 9 dias durante los cuales, de forma simultanea, se
digiere la sangre y terminan de desarrollarse los huevos, de tal manera que hasta que no han
puesto los huevos no vuelven a picar de nuevo. El tiempo que transcurre desde una ingesta de
sangre hasta la maduracién de los huevos depende de la especie, la velocidad de digestion y la

temperatura ambiente (Killick-Kendrick, 1999; Léger y Depaquit, 2001; WHO, 2010).
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1.1.2 CONTROL DE LA LEISHMANIOSIS

En los ultimos 10 afios, se han dado grandes pasos en lo que respecta al tratamiento,
diagnostico y prevencion de la leishmaniosis, y también el precio de muchos de los
medicamentos clave ha disminuido considerablemente, lo que ha facilitado la implementacién
a nivel nacional y regional de programas de control de la enfermedad en algunos paises
(WHO, 2010). Atn asi, el correcto funcionamiento de €stos es poco frecuente, de modo que la
mortalidad y morbilidad de la leishmaniosis alrededor del mundo muestra una preocupante
tendencia a incrementar (Maroli y col., 2012; WHO, 2010). Segun los expertos, en la
actualidad, seria factible un adecuado control de la enfermedad, ya que existen las
herramientas necesarias; sin embargo, existe un abismo entre financiacion, obligaciones
politicas y cooperacion nacional e internacional (WHO, 2010). Por otro lado, no existe un
acuerdo cientifico sobre el manejo de la enfermedad, siendo necesario el debate y la
estandarizacion de los estudios clinicos, asi como los protocolos terapéuticos a seguir, el
desarrollo y uso de vacunas o definir la mejor manera de realizar un buen diagndstico en las

clinicas veterinarias (Solano Gallego y col., 2009).

Las recomendaciones generales para el control de la enfermedad segin la OMS son: 1) tratar
los casos humanos, 2) eliminar los perros seropositivos y/u otros animales que actian como
reservorios, en aquellos focos de caracter zoonotico y 3) tratar las casas con insecticida
(WHO, 2010). La seleccién del método o la combinacion de métodos depende del tipo de
leishmaniosis a ser controlada y del contexto especifico donde nos encontramos (Kobets y

col., 2012; Sharma y Sing, 2008).

Un rapido diagnostico, aislamiento y tratamiento es critico a la hora de prevenir la emergencia
y/o reemergencia de la enfermedad. Es importante tener en cuenta que no hay un Unico test
diagnostico que sea capaz de dar una respuesta definitiva en todos los casos clinicos (Solano
Gallego y col., 2009). La existencia de diferentes test diagndsticos es importante a la hora de
detectar tanto a los perros sintomaticos como a los asintomaticos, por cuanto éstos pueden ser
también fuente de infeccion para los flebotomos vectores (Molina y col., 1994), siendo los
mas utiles la demostracidn de la existencia de ADN del parasito en sangre u otros tejidos y la
deteccion en suero de anticuerpos especificos. Es importante destacar que la informacién
proporcionada por la presencia de ADN del parasito no debe separarse de los datos clinico-
patologicos ni de las evaluaciones seroldgicas (Solano Gallego y col., 2009). La utilizacién de
una u otra técnica para el diagndstico de la leishmaniosis ha influido no sélo en la posibilidad

de detectar animales asintomaticos al utilizar técnicas muy sensibles, sino también en la
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existencia de diferencias notables en la prevalencia de la enfermedad (Aisa y col., 1998;

Iniesta y col., 2002; Riera y col., 1999).

Existe atin mucho trabajo por hacer en lo que se refiere al tratamiento de las leishmaniosis, a
pesar de las muchas investigaciones que se estan llevando a cabo (Santos y col., 2008). Las
drogas utilizadas hasta ahora tienen una elevada toxicidad, muchos efectos adversos y un alto
coste, ademas de no ser suficientemente efectivas (Antinori y col., 2012; Kobets y col., 2012;
Maroli y col., 2012). Las mas utilizadas siguen siendo el antimoniato de meglumina, el
alopurinol, la miltefosina o bien la anfotericina B liposomal (Gonzalez y col., 2010; Mir6 y
col., 2007, 2008; Mohebali y col., 2007; Sundar y Benjamin, 2003; Sundar y Chakravarty,
2010a,b), para algunas de las cuales ya se han mostrado resistencias en humanos (Croft y col.,
2006) o bien disminuciéon de la sensibilidad en perros (Carri6 y Portas, 2002). La
combinacion de las dos primeras se considera la mas efectiva para el tratamiento de la
leishmaniosis canina, constituyendo la medicaciéon de primera eleccion (Solano-Gallego y
col., 2009), aunque se estan llevando a cabo muchos estudios con otras posibles
combinaciones (Mird y col., 2009; Noli y Auxilia, 2005). Se ha demostrado que muchos de
los animales tratados curan clinicamente pero siguen siendo portadores del parasito (Koutinas
y col., 2001; Manna y col., 2009; Riera y col., 1999). Los perros constituyen un importante
reservorio para la emergencia de cepas resistentes ya que su tratamiento es dificil. Por lo
tanto, aun existiendo medicacion registrada para humanos y perros, los dos hospedadores no
deberian ser tratados con los mismos farmacos, un principio que no es siempre seguido

(Schoénian y col., 2008; WHO, 2010).

Algunas medidas preventivas sugeridas por algunos autores como el control a nivel del vector
y del reservorio deberian ser tutiles para controlar la expansion de la leishmaniosis en ciertas
condiciones, pero no son aplicables en todos los contextos epidemioldgicos y requieren
infraestructuras y vigilancia por debajo de la capacidad de muchos paises endémicos (Costa y
col., 2007; Gavgani y col., 2002; Nunes y col, 2010; Sharma y Sing, 2008). Una correcta
recogida de casos, el monitoreo de su distribucion y el uso de encuestas veterinarias podrian
ayudar a controlar la enfermedad (Ready, 2008). En algunos focos zoondticos, los métodos
utilizados incluyen la eliminacién de los perros y la eliminacion de los flebotomos, aunque no
hay acuerdo a la hora de valorar su efectividad (Amora y col., 2009; Claborn, 2010;
Courtenay y col., 2002; Dietze y col., 1997; Moreira y col., 2004; Nunes y col., 2008;
Palatnik de Souza y col., 2001; Romero y Boelaert, 2010; Sharma y Sing, 2008; Warburg y

Faiman, 2011). El control del movimiento de perros de areas endémicas a no endémicas
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también es un factor a tener en cuenta (Moreira y col., 2004; Paranhos-Silva y col., 1998;
Ready, 2010). A la vez es importante evitar la picada de los flebotomos, manteniendo a los
perros resguardados durante las horas criticas o bien mediante repelentes topicos asi como
redes mosquiteras impregnadas, usando insecticidas en el interior de casas, etc. Los
piretroides son los insecticidas mds ampliamente utilizados por su efectividad y su poca
toxicidad. Se utilizan para proteger al reservorio canino en forma de collares impregnados, o
bien de aplicacion topica, conocida como spot-on, o en spray (Alexander y Maroli, 2003;
Gavgani y col., 2002; Killick-Kendrick y col., 1997; Maroli y col., 2001, 2010; Miré y col.,
2008; Molina y col., 2001; Reithinger y col., 2004).

No hay enfoques simples, economicos o éticos para ser recomendados en el control de la
leishmaniosis canina. En cualquier caso, la vigilancia y el control de la enfermedad en los
perros domésticos son la clave para reducir la incidencia de la enfermedad humana en los
focos zoonodticos (Day, 2011; Palatnik de Souza y Day, 2011; Petersen, 2009). El desarrollo
de mejores vacunas, junto con la utilizacién de medicamentos e insecticidas tdpicos, es un
punto basico para un mejor control de la misma (Day, 2011; Palatnik de Sousa y col., 2009;
WHO, 2010). Por tanto, el desarrollo de una vacuna efectiva, segura y asequible es una
prioridad a nivel de salud publica global (Kedzierski, 2011). Existen vacunas comercializadas
aunque de escaso éxito (Miréd y col, 2008). Solo apuntar que actualmente se estd
comercializando una vacuna (CanilLeish®, Laboratorios Virbac) en los siguientes paises:
Alemania, Austria, Bélgica, Espafia, Francia, Grecia, Holanda, Italia, Inglaterra, Portugal y
Suiza, pero se desconoce aun su eficacia y la respuesta en la poblacién canina en estudios

independientes de campo.

1.1.3 EMERGENCIA Y/O REEMERGENCIA DE LA LEISHMANIOSIS EN EUROPA

En Europa, la leishmaniosis estd producida principalmente por Leishmania infantum, con un
ciclo de tipo zoondtico en la que el perro juega un papel primordial, y que se presenta en los
humanos bajo dos formas clinicas, la leishmaniosis visceral y la leishmaniosis cutanea.
Ademads, en algunas regiones de Grecia, y de forma esporadica, se da otro tipo de
leishmaniosis cutanea causada por L. fropica y que afecta exclusivamente al hombre y
también se ha identificado a L. donovani como causante de leishmaniosis visceral

antropondtica (Ready, 2010; WHO, 2010).
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Los focos de leishmaniosis por L. infantum se distribuyen en gran parte de la cuenca
mediterranea, desde Portugal hasta Grecia, en Europa, y el Magreb, tratdindose de la unica
enfermedad transmitida por vectores que ha sido endémica en Europa durante décadas
(Desjeux, 2001; Dujardin y col., 2008). Tanto la leishmaniosis canina como la leishmaniosis
visceral humana se han presentado de forma endémica en las regiones europeas caracterizadas
por veranos secos y calurosos e inviernos con temperaturas templadas (Ferroglio y col.,

2005).

En los ultimos afios, diversos estudios epidemioldgicos llevados a cabo han mostrado que se
ha producido un incremento de la prevalencia en algunas areas endémicas (Galvez y col.,
2010b; Martin-Sanchez y col., 2009). Por otro lado, también se ha puesto de manifiesto la
expansion latitudinal de la enfermedad hacia el norte (Amusategui y col., 2004; Capelli y col.,
2004; Dujardin y col., 2008; Maroli y col., 2008; Mir6 y col., 2012; Morosetti y col., 2009),
Esto ha permitido localizar nuevos focos de leishmaniosis en &reas consideradas
tradicionalmente libres de algunos paises endémicos (Baldelli y col., 2011; Biglino y col.,
2010; Dereure y col., 2009; Ferroglio y col., 2005; Mencke, 2012; Ready, 2010; Tanczos y
col., 2012). Ademas, se han detectados algunos casos autoctonos de leishmaniosis humana en

paises de Europa Central (Bogdan y col., 2001; Naucke y col., 2008).

Uno de los factores clave en la introduccion de focos de leishmaniosis en zonas hasta la fecha
indemnes es el calentamiento global, que habria permitido la presencia de especies de
flebotomos vectoras en zonas mas frias (Aspock y col., 2008; Desjeux, 2001; Gonzalez y col.,
2010; WHO, 2010). Otro factor a tener en cuenta es la introduccidn, en estos paises, de
animales infectados (fundamentalmente perros, pero también gatos, caballos y otros animales
domésticos) que han viajado a zonas endémicas o que han sido comprados en éstas, y que
permitirian la infestacion de los vectores (Colwell y col., 2011; Desjeux, 2001; Ferroglio y
col., 2005; Jacob, 2008; Morosetti y col., 2009; Naucke y Schmitt, 2004; Naucke y col., 2008;
Ready, 2008; Schroder y Schmidt, 2008).

1.1.3.1 LA LEISHMANIOSIS EN ESPANA

En Espaiia, la leishmaniosis estd considerada como una enfermedad hipoendémica (0,41 casos

cada 100.000 habitantes) (Alvar y col., 2012; Valcarcel y col., 2008).

Los primeros casos de leishmaniosis humana y canina fueron publicados en 1912 y 1913,

respectivamente (Pittaluga, 1912, 1913), produciéndose un descenso de la incidencia de la
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enfermedad en humanos durante el periodo de 1950-70 atribuido al uso de insecticidas
durante la campafia antipaludica en toda la cuenca mediterranea, ademas de en agricultura, y
seguido por un segundo foco de emergencia en los afios siguientes principalmente en adultos
inmunosuprimidos coinfectados con el VIH (Alvar y col., 2012; Ashford, 2000; Botet y
Portus, 1993; Gil Collado, 1977; Portas y col., 2007).

En la actualidad, la incidencia de la leishmaniosis visceral en pacientes VIH positivos ha
disminuido entre un 50 y un 65% a partir de la introduccidon de la terapia antirretroviral
altamente activa (HAART) (Alvar y col., 2008; Cruz y col., 2006; Lopez-Vélez y col., 2001).
Aun asi, es importante recalcar que en los tltimos afios la enfermedad ha retomado un notable
interés, no solo como consecuencia del incremento y/o expansion de la leishmaniosis canina
(Galvez y col., 2010b; Martin-Sanchez y col., 2009; Mir6 y col., 2012), sino también por la
introduccion de nuevos grupos de riesgo para la leishmaniosis humana, como viajeros,
inmigrantes o personas inmunodeficientes, y, a su vez, gracias a una mayor financiacion por
parte de los organismos publicos para el estudio de esta enfermedad (Ashford, 2000; Botet y
Portts, 1993; Pavli y Maltezou, 2010),

Los estudios epidemiologicos sobre la endemicidad de los focos de leishmaniosis humana y
canina en Espafia han sido llevados a cabo, principalmente, mediante estudios serologicos
(Fisa y col. 1999; Gélvez y col., 2010b; Iniesta y col. 2002; Martinez-Cruz y col., 1990;
Morales-Yuste y col., 2011; Riera y col. 2004; Solano-Gallego y col., 2005).

1.1.3.1.1 LA LEISHMANIOSIS HUMANA EN ESPANA

Los primeros datos oficiales sobre la leishmaniosis humana en Espafia datan de 1982,
momento en que paséd a ser una Enfermedad de Declaracion Obligatoria (EDO). A partir de
1996, su vigilancia pasé a ser competencia de cada comunidad autonoma, siendo considerada
como una enfermedad de notificacidon obligatoria en 12 de las 17 comunidades autonomas.
Sin embargo, los datos oficiales no recogen todos los casos reales existentes, de modo que
hay una importante subestimacioén (Alvar y col., 2012; Dujardin y col., 2008; Portas y col.,
2007; Valcarcel y col., 2008).

Actualmente, en Espafia, la vigilancia epidemiologica de la leishmaniosis humana se realiza a
través de la llamada Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE) de las
Comunidades Autonomas, dentro del apartado Enfermedades endémicas de ambito regional.

La coordinacion de la red, recogida de datos, analisis y diseminacion se realiza y mantiene a
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nivel central, teniendo la potestad de realizar actuaciones suprarregionales en caso que fuera
necesario. El sistema béasico de recogida de datos se lleva a cabo a través de la
cumplimentacion y recogida de los casos de EDO por parte de todo el colectivo médico del
pais. Este sistema permite observar la tendencia que sigue la enfermedad a pesar de la
significativa infranotificacion existente: el afio pasado se publicd que la subdeclaraciéon en

Espaifia era de un 40% (Valcarcel y col., 2008).

En la actualidad, sigue muriendo gente por leishmaniosis visceral en todos los grupos de edad,
no llegando a diez muertes por afio, siendo la notificacion de la LV mas elevada que para la
LC, debido probablemente a que muchos casos de LC remiten por si solos pasando
desapercibidos para el Sistema de Salud o bien, no se notifican de forma eficiente al no
requerir ingreso hospitalario. En un estudio publicado en 2008 por Valcarcel y col., realizado
con los datos referentes a ingresos hospitalarios en el &mbito publico, se observo que las tasas
mads altas de incidencia las presentaban la Comunidad de Madrid y Castilla-La Mancha, y las
mas bajas se dieron en Galicia y Extremadura. En el norte de la peninsula practicamente no

hay casos declarados (Valcarcel y col., 2008).

Es importante destacar el brote de leishmaniosis de mayor envergadura acaecido en nuestro
pais, producido recientemente en la Comunidad de Madrid. Desde el 1 de julio de 2009 hasta
el 1 de febrero de 2012 se registraron 209 casos, 93 de ellos de leishmaniosis visceral y 116
de leishmaniosis cutdnea (Alvar y col., 2012; Molina y col., 2012). El 83,7% de los casos eran
de pacientes residentes en el municipio de Fuenlabrada. Clinicamente destaca el hecho de que
se hayan encontrado en un buen numero formas clinicas atipicas que debutan con una
adenopatia sin lesidon cutinea clara, fiebre ni alteraciones analiticas clasicas. En este caso
concreto, parece ser que las liebres, muy abundantes en los parques publicos urbanos de la
zona y que actiian como reservorio secundario de la enfermedad, han permitido un aumento
en la tasa de transmision de la misma y, como consecuencia, un incremento de la incidencia
en la poblacion humana debido a su masificacion (Molina y col., 2012), siendo éste un
ejemplo de como la accidn humana puede actuar sobre la dindmica de transmisién de una

enfermedad.

1.1.3.1.2 LOS RESERVORIOS DE LA LEISHMANIOSIS EN ESPANA

El ciclo epidemiolédgico de L. infantum en Espafia sigue el patrén clésico, con el perro como

principal reservorio. Ademas, a lo largo de los afios se ha atribuido, de forma esporadica, el
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papel de reservorio de la leishmaniosis a otras especies animales tales como la salamanquesa,
gallina, gato, cordero y hurén (Botet y Portus, 1993). Ademas, en los ultimos afios, se han
encontrado infectados gatos (Martin Sanchez y col., 2007), caballos (Fernandez-Bellon y col.,
2006; Solano-Gallego y col., 2003), conejos (Chitmia y col., 2011) y, recientemente, en
liebres (Molina y col., 2012).

La existencia de una elevada proporcion de infeccidon por L. infantum en carnivoros salvajes
(lobos, mangostas, ginetas, linces, zorros, etc) y otros animales (cabras, ovejas, roedores, etc)
(Criado-Fornelio y col., 2000; Portus y col., 2002; Sobrino y col., 2008) sugiere la existencia
de un ciclo selvatico independiente del perro, como se ha demostrado en el reciente brote de
leishmaniosis humana de Fuenlabrada con las liebres actuando como reservorios (Molina y
col.,, 2012) y evidenciando el comportamiento tréfico oportunista de los flebotomos (de

Colmenares y col., 1995).

1.1.3.1.2.1 LA LEISHMANIOSIS CANINA EN ESPANA

En Espaiia, a pesar de que se considera la leishmaniosis canina como una enfermedad de
declaracion obligatoria, siguiendo las indicaciones de la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE), existe una falta de datos oficiales que hace dificil obtener una figura real respecto a su
distribucion y prevalencia. Una caracteristica de la enfermedad es la heterogeneidad de los
focos, con seroprevalencias que van desde 0 hasta 34,6% (Alvar, 2001; Dujardin y col., 2008;
Miré y col., 2012; Morillas y col., 1996). Si nos referimos a las prevalencias registradas, ¢stas

se mueven en valores del 0 al 100% (Morales-Yuste y col., 2011).

1.1.3.1.3 LOS FLEBOTOMOS VECTORES EN ESPANA

Arias Encobet (1911) fue el primero en capturar flebotomos en Espafia. Mas tarde, Pittaluga y
De Buen (1917) relacionaron a estos dipteros con la leishmaniosis en Espafia. Desde entonces,
se han llevado a cabo muchos estudios sobre la distribucion de las diferentes especies de
flebotomos en nuestro pais, donde se han identificado hasta 11 especies distintas (Bardén y
col., 2011; Conesa Gallego y col., 1999; Depaquit y Léger, 1998; Gallego Berenguer y col.,
1992; Gil Collado y col., 1989; Lucientes y col., 2001; Pesson y col., 2004). De todas las
especies presentes en Espafia, inicamente las hembras del subgénero Larrossius son capaces
de transmitir L. infantum. De las especies potencialmente vectoras de la leishmaniosis

zooantropondtica por L. infantum en Espafia se ha podido corroborar la capacidad vectorial de
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dos de ellas, P. ariasi y P. perniciosus (Guilvard y col., 1996; Lucientes y col., 1988; Morillas
y col., 1996; Rioux y col., 1986).

Si bien se considera la transmision vectorial como responsable de la diseminacion del
parasito, no puede descartarse la infeccion a través de jeringuillas infectadas compartidas,
fundamentalmente, entre la poblacion drogodependiente (Cruz y col., 2002; Pineda y col.,

2002).

1.2 LOS SISTEMA DE INFORMACION GEOGRAFICA (SIG)

Un SIG es un sistema para la gestidn, andlisis y visualizacion de informacion geografica o
espacial. La base de un SIG es, por tanto, una serie de capas de informacion espacial en
formato digital que representan diversas variables (formato raster) o bien capas que
representan objetos (formato vectorial) a los que corresponden varias entradas en una base de
datos enlazada. Esta estructura permite combinar en un mismo sistema informacidén con
origenes y formatos muy diversos, incrementando la complejidad del sistema e integrando
bases de datos espaciales y permitiendo a su vez la implementacion de diversas técnicas de
andlisis de datos. Los datos estdn georreferenciados mediante sistemas de posicionamiento
permitiendo trabajar sobre un modelo ajustado a la realidad. De este modo, los SIG se pueden
utilizar para resolver distintas cuestiones como son: organizacién de datos, visualizacion de
datos, produccién de mapas, consultas especiales, andlisis espacial, prevision y creacidén de
modelos (Alonso y col., 2010; Barén y col., 2011; Chamaillé y col., 2010; Franco y col.,
2011; Gélvez y col., 2010a, 2010b., 2011a; Gonzalez y col., 2010; Hatermink y col., 2011;
Rossi y col., 2007; Werneck y Maguire, 2002).

En la actualidad, los SIG se han convertido en herramientas que estan tomando una gran
importancia a la hora de entender la epidemiologia de muchas enfermedades, entre ellas, la
leishmaniosis, cuya epidemiologia estd cambiando no solo alrededor de la cuenca
Mediterranea sino también en otras areas endémicas en el Viejo y Nuevo Mundo. Estos
sistemas, pueden facilitar la toma decisiones en el momento de planear estrategias de control

de la enfermedad.
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1.2.1 UTILIDAD DE LOS SIG EN EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA
LEISHMANIOSIS

La epidemiologia de la leishmaniosis depende de las caracteristicas del parasito, las
caracteristicas ecologicas locales de los lugares de transmision, la previa y la actual
exposicion de la poblacion humana al parasito y el ampliamente variado comportamiento
humano. De este modo, la distribucion de la enfermedad puede verse enormemente afectada
por los cambios ambientales como resultado de las modificaciones climaticas asociadas con el
calentamiento global y, a su vez, por factores relacionados con la actividad del hombre, como
la deforestacion, la urbanizacion, la agricultura, etc. Cambios en la temperatura, la
precipitacion y la humedad pueden tener fuertes efectos en la ecologia de los vectores y los
reservorios mediante la alteracion de su distribucion e influenciando en la supervivencia del
tamafio de poblacion y en el desarrollo del ciclo. Por ejemplo, las leishmaniosis pueden
desplazarse hacia zonas actualmente mas calidas donde un incremento de la temperatura
media podria permitir la extension de los periodos de alimentacion de los flebotomos, o bien
hacia areas donde las bajas temperaturas podrian impedir el desarrollo larvario (Maroli y col.,

2012; Schonian y col., 2008; WHO, 2010).

En el area mediterranea existe una necesidad urgente de implementar un sistema de vigilancia
epidemioldgica mas eficaz, intercambiar informacidon de manera multidisciplinar y analizar de
forma consensuada la tendencia de la enfermedad (Schonian y col., 2008). En la actualidad,
para estudiar como pueden afectar estos distintos factores a la distribucion de la enfermedad y
elaborar mapas de riesgo de la misma, se utilizan como herramientas los SIG. Hatermink y
col. (2011) desarrollan en su articulo un método para predecir el riesgo de establecimiento de
la leishmaniosis canina en nuevas localizaciones geograficas bajo ciertas condiciones
climaticas y ambientales. Mediante el uso de un SIG combinan toda la informacidn recogida,
desde la distribucioén de especies presentes y la densidad poblacidn canina asi como distintas
imagenes obtenidas via satélite relacionadas con la cobertura del suelo, la fragmentacion del
habitat y otros como las condiciones climdticas, siendo el primer andlisis que combina un
modelo de prediccion de abundancia del vector con un modelo mecanico basado en la
temperatura, proveyendo un nuevo conjunto de herramientas para el estudio del riesgo de
brotes de enfermedades transmitidas por vectores. Por su parte, Franco y col. (2011)
investigan las posibilidades de producir un mapa de riesgo sobre la prediccion de la
leishmaniosis canina en el oeste de Europa. Este esta basado en las bases de datos historicos

de la misma, recogidas por los distintos autores desde 1965 hasta 2006, a través de la
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construccion de modelos multivariados de regresion logistica utilizando un SIG para
encontrar los principales predictores de la prevalencia de la enfermedad en la zona. Se basan
en una serie de variables, incluyendo indices climatologicos y de vegetacion obtenidos via
satélite. Chamaillé y col. (2010), también construye mapas de riesgo de la leishmaniosis
canina mediante una base de datos retrospectiva que incluye diversas caracteristicas, como el
tipo de muestreo realizado, el método diagndstico, informacidn sobre las caracteristicas de los
perros o localizacion mediante coordenadas geograficas. Gracias al mapeo a través de un SIG
se pueden observar los patrones de distribucidn y facilitar los andlisis estadisticos. A su vez,
otras variables como la altitud, el tipo de vegetacion, la precipitacidn, asi como distintas
medidas de temperatura o bien densidades de poblacion humana y canina, fueron
transformadas para ser integradas en el SIG y asi poder ser evaluadas a la hora de realizar el
mapa de riesgo para la leishmaniosis canina basado en una aproximacion a los nichos
ecoldgicos. En Espafia, Galvez y col. (2011a) construyen mapas de distribucién del vector
para la Comunidad Autéonoma de Madrid basdndose en variables ambientales para después
proyectarlos en futuros escenarios climaticos y asi poder predecir la distribucion de los

vectores, con ayuda de las herramientas que forman parte de los SIG.

Los SIG y la tecnologia via satélite son herramientas muy utiles para el andlisis espacial y
temporal de las caracteristicas del paisaje que pueden ayudar a identificar poblaciones diana,
asi como predecir el comportamiento de la enfermedad y sus vectores, permitiendo que sean

implementadas eficaces medidas de control (Galvez y col., 2011a).

1. 3 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La leishmaniosis por L. infantum predomina a lo largo de la costa mediterranea, estando
presente la enfermedad en Espafia, Francia, Italia y Portugal, entre otros paises (Desjeux,
2001; Campino y col., 2006; Gallego, 2004; Maroli y col., 2012). Sin embargo, presenta una
distribucion heterogénea y son muchas las lagunas existentes sobre su distribucion
geografica, careciendo de datos sobre su presencia en muchas zonas de la geografia ibérica.
Tal es el caso de la provincia de Lleida y Andorra, areas limitadas por zonas donde la
endemia es alta y conocida desde hace afios tales como la region de los Pirineos Orientales en

Francia y la comarca del Priorat en Espafia.

En Catalufia, se dispone de datos muy parciales de la leishmaniosis humana a través del

Butlleti Epidemiologic de Catalunya (879 casos declarados desde 1982 hasta 2010), siendo la
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incidencia real muy superior debido a la existencia de una importante subdeclaracion de
casos (Portus y col., 2007). Durante el periodo citado, 37 de los casos humanos fueron
declarados en la provincia de Lleida. En su mayoria procedian de Lleida capital, sin que se
pudiera disponer de datos precisos de la localidad de residencia del enfermo. Por otro lado,
los movimientos humanos, sobre todo durante el periodo estival en que tiene lugar la

transmision, hace dificil poder establecer el lugar de origen de la infeccion.

El flebotomo es el elemento focalizador de la leishmaniosis. Sin embargo, no existe un
estudio completo de la distribucidon de las especies vectoras de leishmaniosis en Espaiia.
Ademds, muchas veces los datos obtenidos de los distintos estudios no permiten su
comparacion dado que la metodologia utilizada, en uno u otro estudio, ha variado
considerablemente con respecto al tipo de trampas, las épocas en que se han llevado a cabo
las capturas, la periodicidad y el nimero de dias de las capturas, entre otros. Es por ello que,
en el marco del proyecto europeo EDEN (Emerging Diseases in a changing European
eNvironment), se decidid efectuar un estudio de la distribucién de los flebotomos vectores de
una forma estandarizada, con objeto de poder disponer de datos comparativos de las distintas

areas geograficas muestreadas por los distintos equipos del proyecto.

Por otro lado, se pretendia disponer de datos previos de la presencia y etologia de los
flebotomos que pudieran ser utilizados como base para futuros estudios sobre la influencia de
los cambios globales, incluyendo los climaticos, en la distribucion, emergencia y/o
reemergencia de la leishmaniosis, dado que estos cambios influyen directamente en la
distribucion de los flebotomos y, en consecuencia, en la distribucion de la leishmaniosis tanto

humana como canina.

El estudio entomologico en la Peninsula Ibérica se ha centrado principalmente en la
provincia de Lleida de la que se dispone de un unico articulo, muy focalizado, acerca de la
presencia de los flebotomos (Gaéllego y col., 1990). La extensién del estudio a toda la
provincia, de gran diversidad ecoldgica, nos permitiria incidir en los factores que influyen en

la distribucion de los flebotomos vectores.

El area de estudio se ha extendido a Andorra, pais estratégicamente situado entre las zonas de
estudio del proyecto EDEN de Espafia y Francia y del que se dispone del resultado de una

unica estacion de muestreo (Lucientes y col., 2001).

La casuistica humana proporciona datos poco precisos sobre la distribucion real de la

enfermedad, hecho no tan patente en lo que se refiere a la leishmaniosis canina dado el
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menor movimiento traslacional de perros, sobre todo en zona rural (Portus y col., 2007). Por
otro lado, el perro es el reservorio principal en el ciclo epidemiologico de L. infantum. A
pesar de ello, no existian datos de la leishmaniosis canina en la provincia de Lleida. Es por
ello que se decidié enviar un cuestionario a todos los veterinarios con clinica de pequefios

animales de la provincia.

La prevalencia de la leishmaniosis canina en Espaifia ha sido siempre dificil de esclarecer,
entre otros motivos, porque los animales mas expuestos, los perros de areas suburbanas y
rurales, raramente son diagnosticados, ya que no suelen acudir a los centros veterinarios. En
el noroeste de los Pirineos Catalanes (provincia de Lleida) los datos son inexistentes mientras
que en otras partes de Catalufia la seroprevalencia en poblaciones de perros al azar puede
llegar a alcanzar el 10% (Portts y col., 2007). Ademads, y dado que la comarca del Pallars
Sobira se encuentra fronteriza a posibles nuevos focos de leishmaniosis en Francia, objeto de
estudio por parte del equipo francés de EDEN (Hartemink y col, 2011), se decidid

profundizar en el estudio de la leishmaniosis canina en esta zona.

En resumen, el estudio epidemiologico de la leishmaniosis en la provincia de Lleida presenta
las siguientes ventajas: 1) Lleida se encuentra en una situacion geografica intermedia entre
los focos bien conocidos del sur de Catalufia y otras areas de Espafia (Fisa y col., 1999;
Galvez y col., 2010b; Martin-Sanchez y col., 2009) asi como del sur de Francia (Chamaillé y
col., 2010; Pratlong y col., 2004); 2) Se trata de una zona donde no se han realizado estudios
previos de forma exhaustiva y los pocos datos entomologicos de que se dispone han
permitido detectar la presencia de los vectores de la leishmaniosis; y 3) Existen casos
humanos declarados en la zona, lo que nos hace sospechar sobre la existencia de un foco de
leishmaniosis endémica todavia sin identificar. Dicho foco podria ser reciente, y
consecuencia de la expansion de la enfermedad hacia los Pirineos, o bien podria tratarse de

un foco ya existente pero desconocido por la falta de estudios previos en la zona.

En cualquier caso, la obtencién de datos epidemioldgicos sobre la enfermedad, acompanado
de datos medioambientales, podra servir de base para la monitorizacion de la evolucion de la

endemia en estudios posteriores.
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2. OBJECTIVES AND WORK PLAN

2.1 OBJECTIVES

The general aim of the present work is to obtain epidemiological data on leishmaniasis that

could be used as a base to monitor the evolution of the disease in later studies.
The specific objectives of the study are:

- To obtain data on the distribution of canine leishmaniasis in Lleida province and the
factors that influence it.

- To obtain data on the distribution and density of the leishmaniasis vectors (sand flies) in
Lleida province.

- To gain further insight into the geographical distribution of sand flies in the Pyrenean
region through the study of sand flies in Andorra.

- To improve our understanding of the environmental factors influencing the distribution of
leishmaniasis sand fly vectors and determines the altitudinal distribution of the

Leishmania infantum vector species (Phlebotomus ariasi and P. perniciosus).

2.2 WORK PLAN

The present work has been carried out within the framework of the EDEN European project
(Project number 400764/GOCE-CT-2003-010, 6th Framework Programme, EU) on the
control of emerging diseases, specifically in the subproject on leishmaniasis. The work plan
and methodology have been standardized by the members of this project (see Material y

métodos).
The work plan carried out to fulfil the objectives includes:

A) Study of the vector
- Campaigns of sand fly capture in their period of activity in Lleida province and
Andorra (summer of 2006 and 2007). Analysis of the results.
- Collection, record and analysis of biotic and abiotic data of the sand fly capture
stations.

B) Study of the reservoir
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- Analysis of a retrospective survey on canine leishmaniasis carried out among small
animal veterinarians practicing throughout Lleida province.

- Analysis of a cross-sectional study on canine leishmaniasis seroprevalence in the
county of Pallars Sobira (Lleida province) using different serological tests.

- Analysis of a questionnaire on leishmaniasis perception among owners of the studied

dogs.

- Collection, record and analysis of the data on the location and characteristics of the

studied canine population.
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3. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se engloba dentro del proyecto europeo Emerging Diseases in a changing
European eNvironment (EDEN), concretamente dentro del sub-proyecto de leishmaniosis
(http://www.eden-fpbproject.net/emerging diseases/leishmaniasis). Se presenta a
continuacion un resumen general del apartado “Material y métodos”, que se puede consultar,

de forma mas detallada, en las publicaciones que conforman la presente Tesis Doctoral.

3.1 AREA DE ESTUDIO

El area de estudio abarca la provincia de Lleida asi como el principado de Andorra, cuyas

caracteristicas principales se describen a continuacién (ver Anexo 2).

La provincia de Lleida estd situada en el NE de Espafia, en la comunidad auténoma de
Catalunya, estando delimitada el area de estudio por las siguientes coordenadas: 42°51°N y
0°42’E; 41°16’N y 0°25°E; 42°18’N y 1°50’E; 41°40°N y 0°19’E. Lleida limita con Andorra y
Francia (concretamente con los departamentos de Ariege y Haute Garonne, region Midi-
Pyrénées) en el norte, las provincias espafiolas de Girona y Barcelona en el este, con
Tarragona en el sur y con Zaragoza y Huesca en el oeste. La provincia ocupa 12.173 km? de
extension y tiene una poblacion de 442.370 habitantes (36,3 habitantes/km?,
aproximadamente), siendo la provincia con menor densidad de poblaciéon en Catalunya
(IDESCAT, 2012). La unica localidad con mas de 20.000 habitantes es la capital, Lleida,
ciudad que concentra el 30,84% de la poblacion. La provincia de Lleida cuenta con 13
comarcas: Alta Ribagor¢a, Alt Urgell, Cerdanya (mitad occidental), Garrigues, Noguera,
Pallars Jussa, Pallars Sobira, Pla d’Urgell, Segarra, Segria, Solsones, Urgell y Vall d’Aran. El
rango de altitud es muy amplio, oscilando de los pocos metros sobre el nivel del mar (m
s.n.m.), que se pueden encontrar en la zona de la depresion central catalana, hasta los 3.143 m
s.n.m. de la Pica d’Estats, el pico mas alto de Catalunya y situado en la cordillera Pirenaica, lo
que determina la existencia de notables diferencias en una gran diversidad de variables
presentes como podrian ser la temperatura, precipitacidon, vegetacidon, etc. Se presentan
distintos tipos de clima, que van desde el mediterraneo de alta montafia, en las areas
montafiosas del norte, hasta el clima continental, en la depresiéon central. La region

mediterranea de Lleida estd formada mayoritariamente por los pisos biocliméaticos

33



Material y métodos

mesomediterraneo y supramediterraneo, mientras que en el Pre-Pirineo y Pirineo se presentan
los pisos bioclimaticos montano, colino, subalpino y alpino, caracteristicos de la region media

de Europa (Alcaraz 2011; Rivas-Martinez, 1983).

La comarca del Pallars Sobira (42°24°N, 1°7°E), donde se ha profundizado en algunos
aspectos epidemioldgicos del estudio, tiene una superficie de 1.378km” y est4 localizada en la
cadena montafiosa de los Pirineos. Su baja poblacion estd concentrada en pequeias
localidades (5,5 habitantes /km”) (IDESCAT, 2012). El rango altitudinal presente en el area
de estudio oscila entre los 600 y 3.143 m s.n.m. y el clima es mediterraneo de alta montafia,
con inviernos frios y himedos y veranos calidos. La media anual de precipitacion varia de los
700mm en las zonas de valles hasta los 1.000 mm en los picos. El verano es la estacion mas
lluviosa mientras que en invierno las precipitaciones suelen ser en forma de nieve. La
orografia de la regidn y su clima particular determinan notablemente su vegetacion formada
por cinco estratos diferentes: el estrato basal (de 600 a 1.000 m s.n.m.) con bosques de robles
mixtos, el estrato montafioso (de 1.000 a 1.600 m s.n.m.) con robles, hayas, abetos y pinos
rojos, el estrato subalpino (de 1.600 a 2.200 m s.n.m.) con pinos negros, el estrato alpino (de
2.200 a 2.800 m s.n.m.) con pastos y el estrato nival (por encima de los 2.800 m s.n.m.) muy

rocoso y con algo de hierba.

El principado de Andorra, delimitado por las coordenadas 42°29°N y 1°24°E; 42°25’N y
1°30’E; 42°34°N y 1°47°E; 42°39°N y 1°29°E, es un pequeflo pais europeo de 468 km?
localizado en los Pirineos. Limita con Espafia y Francia y se divide en siete areas
administrativas que reciben el nombre de parroquias, concretamente son: Andorra la Vella,
Canillo, Encamp, Escaldes-Engordany, La Massana, Ordino y Sant Julid de Loria. Su
poblacién alcanza los 78.115 habitantes (167,9 habitantes/km?) (Govern Andorra, 2012). Se
caracteriza predominantemente por la presencia de montafias escarpadas. Su punto mas bajo
se encuentra a 840 m s.n.m., en el sur del valle de Gran Valira, y el mas elevado a 2.946 m
s.n.m que pertenece al pico Coma Pedrosa. Se caracteriza por presentar clima mediterraneo de
alta montafia con temperaturas frias en invierno, veranos templados y considerables
variaciones en funcion de la altitud y la orientacion. La vegetacidon de distribuye en tres pisos
altitudinales con la presencia de encinas y robles hasta los 1.200 m s.n.m., el predominio del
pino silvestre hasta los 1.600-1.700 m s.n.m. y del pino negro hasta los 2.200-2.300 m s.n.m.,
sustituido en las cumbres por los prados alpinos. Los pisos bioclimaticos que la conforman

son el alpino, subalpino, montano y colino, correspondientes a la region media de Europa.
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3.2 ESTUDIO ENTOMOLOGICO

3.2.1 CAPTURA DE FLEBOTOMOS

Las capturas de los flebotomos se realizaron durante julio de 2006 en toda la provincia de

Lleida y en julio de 2007 en el principado de Andorra.

Como método de captura se utiliz6 el de las trampas adhesivas que fueron colocadas en los
lugares de reposo de los flebotomos adultos (mechinales y agujeros no abiertos, oscuros,
profundos y no sometidos a corrientes de aire en muros, paredes de casas, cuevas, hendiduras

del terreno, etc.) (Killick-Kendrick 1983; Rioux y col., 1967) (ver Anexos 3 y 4).

Las trampas adhesivas consisten en laminas de papel blanco, en nuestro caso de 20x20cm,
impregnadas en aceite de ricino purificado para que los flebotomos queden adheridos al entrar
o salir de los lugares de reposo. Las propiedades del aceite de ricino lo convierten en un
medio ideal para esta finalidad, dado que posee una excelente viscosidad, confiere una buena
conservacion de los ejemplares, es soluble en alcohol de 95° (o que permite recuperar de
manera sencilla los diferentes ejemplares para su posterior identificacion) y, ademas, reduce

el poder atractivo de posibles depredadores (hormigas, roedores, gasteropodos, etc.).

Se trata de trampas denominadas de intercepcion sin atraccion. Los papeles adhesivos son un
tipo de trampa econdmica y facil de manufacturar, pueden ser preparadas en grandes

cantidades y conservadas hasta ser requeridas (Alexander, 2000).

De acuerdo a la metodologia acordada en el proyecto EDEN, las trampas se recogian cuatro
dias después de la puesta y se guardaban en papel sulfurado, lo que permite una correcta
conservacion evitando la desecacion de los ejemplares de flebotomos, y facilitando el
transporte hasta el laboratorio. Los papeles se recogian agrupados por estaciones y se
rotulaban con el nimero de estacion de captura, fecha de puesta y recoleccion y nimero de
papeles recogidos. Una vez en el laboratorio se procedia a la recogida y fijacion de los

ejemplares capturados (ver Anexo 5).

De 5.044 trampas colocadas en las dos areas de estudio, se recuperaron un total de 4.574
papeles adhesivos (4.100 y 474 en Lleida y Andorra, respectivamente) representando una
superficie de adhesién de 365,9 m? (328 m’ en Lleida y 37,9 m® en Andorra) repartidos en
378 estaciones (339 en Lleida y 39 en Andorra), situadas en un rango de altitud entre 0 y

3.143m s.n.m. Debido a la extensidn y a las caracteristicas fisicas de la regién, muy
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montafiosa en algunas 4reas, las capturas se realizaron mediante transectos siguiendo las

principales carreteras con el fin de cubrir toda el area (Rioux y col., 1967).

3.2.2 RECOLECCION, FIJACION, MONTAJE E IDENTIFICACION

En el laboratorio, se procedi6 a la recuperacion de los flebotomos, con la ayuda de un pincel
embebido en alcohol de 95°, para su fijacion en viales que contenian alcohol de 95°, que
elimina los restos de aceite (ver Anexo 5). Al cabo de una semana se procedio a cambiar el
alcohol de 95° por alcohol de 70°. Posteriormente, se procedio a la identificacion de los
ejemplares en la lupa binocular mediante la morfologia de la pinza genital en el caso de los
machos y de la presencia de cibario en el caso de las hembras como rasgo distintivo de
Sergentomyia minuta. Con el resto de las hembras, pertenecientes al género Phlebotomus, se
procedid al montaje en liquido de Hoyer, método rapido y que clarifica bien la genitalia. La
identificacion especifica se realizd con el microscopio Optico, a través de la observacion de la
morfologia de las espermatecas, siguiendo las claves de Gallego Berenguer y col. (1992) (ver

Anexo 6).

3.3 ESTUDIO SOBRE LA LEISHMANIOSIS CANINA

3.3.1 CUESTIONARIO VETERINARIO SOBRE LA LEISHMANIOSIS CANINA

Un total de 41 cuestionarios fueron enviados en 2009 a todos los veterinarios de la provincia
de Lleida con clinica veterinaria de pequefios animales, con la finalidad de conocer su opinién
sobre la evolucion de la prevalencia y el uso de medidas de control de la leishmaniosis canina.
El cuestionario fue disefiado por los miembros del proyecto EDEN y consistia en dos paginas

con preguntas sobre distintos aspectos relativos a la enfermedad (ver Anexo 7).

Previamente, fue organizada una conferencia informativa con ayuda del Col.legi Oficial de
Veterinaris de Lleida con la finalidad de animar a los veterinarios a participar en el estudio.
Los cuestionarios fueron enviados por correo convencional en un sobre con vuelta previo
pago y también via correo electronico. Una segunda carta, seguida de una llamada telefonica,

fue enviada en caso de no recibir respuesta alguna.
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3.3.2 ESTUDIO SEROLOGICO DE LOS PERROS. RECOGIDA Y PRUEBAS
DIAGNOSTICAS

Se llevo a cabo un estudio seroldgico transversal en octubre de 2009 en la comarca del Pallars
Sobira. Fue necesario realizar una busqueda activa de los duefios de los perros con la ayuda de

un veterinario de la zona.

Los perros pertenecian a 25 duefios de 16 localidades, situadas entre los 600 y los 1.300 m
s.n.m., obteniéndose muestras de sangre de 145 animales mediante puncion de la vena
cefalica. La sangre fue recogida en tubos de Sml que se centrifugd a temperatura ambiente el

mismo dia. Los sueros se congelaron a -40°C hasta su posterior utilizacion.

Las muestras obtenidas fueron analizadas por cuatro técnicas seroldgicas distintas: un in-
house enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), un in-house immunofluorescent
antibody test (IFAT), un in-house Western Blot (WB) y un test immunocromatografico
comercial (ICF). (Aisa y col., 1998; Alvar y col., 2004; Iniesta y col., 2007; Riera y col.,
1999). Las animales fueron considerados seropositivos y probablemente infectados cuando

presentaron por lo menos dos pruebas positivas (Iniesta y col., 2002).

Ademas, se formuld una encuesta al propietario del animal donde se registraban distintas
variables referentes tanto a caracteristicas del propio animal como sobre la percepcion de la
enfermedad y el uso de medidas preventivas. En la ficha se recogieron también los signos

clinicos de los perros tras el examen del veterinario.

3.4 RECOGIDA Y ORIGEN DE LOS DATOS

Tanto en el estudio entomologico como en el de la leishmaniosis canina, los datos referentes a
las estaciones de muestreo, los duefios y las caracteristicas de los perros fueron recogidos
tanto en papel como en soporte electronico con la ayuda de una PDA (Tungsten T5), mediante
el uso del programa Pendragon Form v.5.0 (PSC, Libertyville, IL, USA) adaptado a nuestras

necesidades gracias al proyecto EDEN.

Las coordenadas geograficas fueron recogidas mediante un GPS (Tom Tom Wireless GPS
MK 1II). Los datos referentes a la climatologia de Lleida (temperatura y precipitacioén) se
solicitaron al Servei Meteorologic de Catalunya (MeteoCat). A cada estacion se le asignaron
los datos correspondientes a la estacion meteorologica mas cercana utilizando la herramienta

espacial “join-and-relate” del programa ArcGis v.9.2 (ESRI, Redlands, CA, USA) (ver Anexo

37



Material y métodos

8). Los datos sobre la altitud se extrajeron de un modelo digital de 90m de resolucién (Jarvis y
col., 2008) con la ayuda del programa ArcGIS 9.2. Se procedid del mismo modo para extraer
los datos relativos a los usos del suelo, mediante una capa CORINE de 2,5m de resolucién
obtenida del Centro Nacional de Informacion Geografica, y los pisos bioclimaticos (Rivas
Martinez, 1983) asociados a cada estacion de muestreo, capa obtenida de un enlace a una

pagina web a través de la Universidad de Granada (http://www.ugr.es).

En nuestro caso, hemos utilizado de manera rutinaria es el programa ARCGIS version 9.2
para lo siguiente: crear capas de puntos a partir de bases de datos georreferenciadas que
contenian informacion de todas las variables estudiadas y sus correspondientes categorias,
asignar elementos puntuales al elemento puntual mdas cercano, calcular distancias entre
elementos puntuales, extraer valores de una capa de poligonos a partir de cada elemento de
una capa de puntos de modo que cada punto recibe los atributos del poligono donde se
encuentra, extraer los valores de una capa raster para cada punto de manera que cada punto
recibe los atributos del pixel que lo contiene, generar mapas de distribucion de la enfermedad
humana y canina, asi como mapas de presencia y densidad de los vectores, relacionandolos a
su vez con factores bioticos y abidticos susceptibles de intervenir en la eco-epidemiologia de

la enfermedad.

3.5 TRATAMIENTO ESTADISTICO

En el estudio entomolégico se estudid el efecto de diferentes variables sobre la densidad
(nimero de flebotomos por metro cuadrado de trampa adhesiva) de P. perniciosus y P. ariasi
mediante modelos lineales generalizados basados en una distribucién binomial negativa. Las
variables consideradas en el andlisis estdn detalladas en el capitulo correspondiente del
apartado “Resultados”. La transformacién exponencial de las estimaciones proporcionadas
por estos modelos se interpretan como una razon de tasas de incidencia (incidence risk ratios,
IRR), como ya ha sido realizado en otros trabajos (Gélvez y col., 2010a). En primer lugar, la
asociacion de todas las covariables y la variable respuesta fueron evaluadas, una por una,
mediante andlisis bivariante para cada vector por separado. En un segundo paso, aquellas
covariables con un p-valor <0.2 fueron ademas evaluadas en un modelo multivariado también
por separado (Gélvez y col.,, 2010a). Todos los andlisis estadisticos fueron realizados

utilizando el programa R libre (R Development Core Team, 2012).
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En el estudio de la leishmaniosis canina se utilizd6 un modelo de regresion logistica mixto
para evaluar la relacion entre la seropositividad en los perros (variable respuesta) y una serie
de variables individuales y de localizacion (covariables). Las localidades donde vivian los
perros se utilizaron como efecto aleatorio para tener en cuenta la agrupacion de los datos
(Alonso y col., 2010), y se aplico la estimacion de maxima verosimilitud. Las variables
consideradas en el andlisis estdn detalladas en el capitulo correspondiente del apartado
“Resultados”. Se realizdé un modelo de dos fases para determinar el modelo multivariado mas
adecuado. En primer lugar, la asociacion de todas las covariables y la variable de respuesta
fueron evaluadas, una por una, mediante analisis bivariante. Aquellas covariables con un p-
valor <0.2 fueron ademads evaluadas en un modelo multivariado mixto (Galvez y col., 2010b).
En este segundo paso, se usé un método de regresion con eliminacidn progresiva para
seleccionar el modelo final utilizando un p-valor <0.05 como umbral de eliminaciéon. Todos
los anélisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa Stata (version 12) (StataCorp

LP, College Station, Texas, USA).

39






4. RESULTADOS






CAPITULO 1

Is leishmaniasis widespread in Spain? First data on canine

leishmaniasis in the province of Lleida, Catalonia, northeast Spain
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RESUMEN

La leishmaniosis canina es una enfermedad ampliamente distribuida presente en 42 paises.
Estd considerada de importancia epidemioldgica por el papel del perro como reservorio de la
leishmaniosis humana. El conocimiento de la distribucion real de la leishmaniosis canina y su
emergencia y/o re-emergencia es de gran importancia a la hora de determinar la extension de

la enfermedad.

El presente trabajo reporta la deteccion de un caso de leishmaniosis canina en una granja
localizada en un area Pirenaica del noroeste de Catalunya (Espafia), donde la enfermedad era
previamente desconocida. El hecho de que el perro nunca se hubiera movido de la zona de
estudio y la presencia de las especies vectoras en la granja, Phlebotomus ariasi y P.
perniciosus, hacen que el caso sea considerado como autdctono siendo el primero publicado

en ésta region de Espaiia.
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Canine leishmaniasis{Canl) is a widespread disease present in 42 countries. It is considered
of epidemiological importance because of its role as a reservoir of human leishmaniasis.
Knowledge of the real distribution of CanL and its emergence and/or re-emergence is of
great importance in order to determine the extension of the disease. This work reports the

detection of CanL in a farm dog located in a Pyrenean area of northwest Catalonia (Spain)
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where the disease was previously unknown. Since the dog had never left the region and
sandfly vectors, Phlebatomus ariasi and P. perniciosus, were present in the farm the case is
considered as autochthonous and is the first to be published in this region of Spain.

@ 2011 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd.

All rights reserved.

1. Introduction

Canine leishmaniasis (Canl) is a widespread disease
present in 42 countries in Europe, Africa, Asia and America,
and suspected in three other countries of Africa.! In Spain,
although considered as a notifiable disease, the lack of
official data makes it difficult to obtain realistic figures
on its distribution and prevalence. A characteristic of
the disease is the heterogeneity of the foci, with sero-
prevalences ranging from 0 to 34%2 No data on CanL
have been recorded in the northwest Catalan Pyrenees
(Lleida province), while in other parts of Catalonia the
seroprevalence in random dog populations are up to 10%.3
Five human leishmaniasis (HL) cases were recorded in the
northwest areas from 1982 to 2009.34

Most CanL infections in Spain are asymptomatic. Both
sick and asymptomatic dogs are the main reservoirs of the
parasite and represent a risk for humans.! Transmission

* Corresponding author. Tel.: +34 934024502; fax: +34 934024504,
E-mail address: mgallego@ub.edu (M. Gillego).

47

of Leishmania is mainly by the bite of sandfly vectors. In
Spain, two species are proven vectors, Phiebotomus ariasi
and P. perniciosus.3-

During entomological studies carried out in the Catalan
Pyrenees we located a farm with three dogs, one of whom
showed suspected signs of CanL. In this paper we describe
this finding and discuss the possibility of the emergence
of CanL in an area where it was previously unknown.

2. Materials and methods
2.1. Animals and samples

Three mixed-breed dogs living in a farm located at
953 m a.s.l. (Lleida province, NE Spain, 427 32.1645N,
17 16.8501 E; Figure 1) were analyzed. The habitat was
an isolated cattle farm with the presence of other animals
such as cats and rabbits. The climate is high-mountain
Mediterranean and the vegetation is mainly composed of
mixed oaks. The dogs were born on the farm and never
left it.
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Figure 1. Distribution of human and canine leishmaniasis in Catalonia and location of the farm studied.
Human data recorded from Butlleti Epidemiologic de Catalunya (1983-2010) {annual incidence rate was calculated from the number of cases declared during

1982-2009 and the census of 1996 (modified from Portis et al.? ).

The numbers included in the different counties represent number of human leishmaniasis cases during 1982-2009 and, in brackets, existing seroprevalence
data on canine leishmaniasis.” Counties from Lleida province are delimited in a bold black line.

Samples of peripheral blood were obtained by cephalic
vein puncture with the agreement of the owners. Popliteal
lymph node aspiration was performed on one dog.

2.2. Diagnostic techniques

The dogs were analyzed by two serological techniques,
an ELISA and a western blot (WB), performed as described
elsewhere with some modifications.® For the ELISA test
sonicated promastigotes of an autochthonous Leishmania
infantum strain were used at a protein concentration of
20 pg/ml in 0.05M carbonate buffer at pH 9.6, the sera
were diluted to 1:400 in phosphate-buffered saline-tween
1% milk (Sigma, St Louis, MO, USA) and Protein A perox-
idase (Sigma) (1:30 000) was used as second antibodies.
The reaction was quantified in units (U) by reference
to a positive serum arbitrarily set at 100U. The cut-off
was established at 20U. For the WB, a concentration of
3« 108 promastigotes/ml in sample buffer (0.5 M Tris-HCl,
ph 6.8, 0.01M EDTA, 5% SDS, 5% 2-mercaptoethanol,
0.0125 bromophenol blue) boiled for 5min was used as
antigen. Electrophoresis was performed on 0.1% SDS-12%
polyacrylamide gel. Polypeptides were trans-blotted onto
nitrocellulose sheets (Millipore, Bedford, USA). The sera
were diluted to 1:50 in tris-buffered saline-tween 1% milk
(Sigma) and Protein A peroxidase (1:1 000) was used as
second antibodies. The reaction was considered positive
when any of the bands of 14, 16, 18 and 24 kD were present.

Culture of the popliteal lymph node was carried out in
Schneider's insect medium supplemented with 20%
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heat-inactivated fetal calf serum and gentamicine
(25pg/mL) and in Novy-McNeal-Nicolle’s medium
and incubated at 24-26°C° The dog owners only gave
authorization to carry out the culture in the dog they
considered to be ill. The isoenzymatic characterization
was performed in starch gel using 15 enzymic loci.”

3. Results and Discussion

Twodogs were asymptomatic and the third had physical
signs compatible with CanL, including alopecia, furfura-
ceous dermatitis, conjunctivitis, onychogryphosys and
Ilymphadenopathy. The symptomatic dog tested positive
by serology and culture and was considered to be infected
(Table 1). The isolated strain (MCAN/ES/2007/BCN-759)
was identified by isoenzymatic characterization as
L. infantum zymodeme MON-1. The other two asymp-
tomatic dogs had ELISA titres near the cut-off that were
not confirmed by WB and were considered not infected.
No culture was performed on these dogs.

Table 1
Characteristics of the dogs and diagnostic results
Age, Symptomatology  ELISA (titre) WE (bands) Culture,
years PLN
1 No Meg (18.6U) Neg NP
3 No Pos (34.2U) Neg NP
G Yes Pos(272.1U) Pos(14,16) Pos

NP: Not performed; PLN: Popliteal lymph node; WB: Western blot.
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A PubMed and ISI WEB search using the keywords
‘canine leishmaniasis AND (Lerida OR Lleida OR Catalonia
OR Pyrenees)' did not find any published case of CanL in
the studied area and neither are there any official records.
Nevertheless, entomological studies carried out in the
area, and on the farm, showed the presence of P. ariasi
and P. perniciosus, which are considered to be a risk for
leishmaniasis emergence in temperate Europe.’

In the northern counties of Lleida province, which
include the Pyrenean area mentioned, there are five offi-
cial records of HL (Figure 1),2 one case in each of the years
1982, 1983, 1986, 1996 and 2007. The official data do not
include the origin of the patients nor the sanitary centres
where the diagnoses were made. Moreover, no data is
included regarding the patients’ movements within Spain
and travel history to other endemic countries. The only
published case of HL in the province of Lleida was diag-
nosed in a hospital far from the Pyrenean area and without
any data of travels to other endemic regions.® So the
presence of sporadic cases of HL is not conclusive proof of
the existence of an autochthonous focus in the area and we
can not conclude that cases of human leishmaniasis were
present before the finding of the CanlL case described here.

Since dogs travel less than humans, particularly dogs
from rural areas, CanlL is a more accurate marker of the real
distribution of leishmaniasis in a territory than HL. The
Canl case described here is considered autochthonous as
the dog was born in, and never left, the area and is the first
published case in this part of Spain. The possibility of the
disease wide-spreading from the south of Catalonia or the
south of France should be taken into consideration. Based
on the opinion of the local veterinarian it can be suspected
that CanL is also present in other parts of this Pyrenean
region. Future studies are therefore necessary to establish
the base of the infection dynamics, one of the objectives
of the European EDEN project.
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DISTRIBUCION DE FLEBOTOMOS (DIPTERA: PSYCHODIDAE) EN ANDORRA: PRIMER
HALLAZGO DE P. PERNICIOSUS Y AMPLIA
DISTRIBUCION DE P. ARIASI

Cristina Ballart, Sergio Barén, Maria Magdalena. Alcover, Montserrat Porttis, Montserrat Gallego
ACTA TROPICA 2012, Vol. 122, p. 155-159.

RESUMEN

Durante Julio de 2007 se llevaron a cabo capturas de flebotomos en Andorra mediante la
utilizacion de trampas adhesivas embebidas en aceite de ricino y depositadas en los lugares de
reposo de los mismos durante cuatro noches consecutivas. Las estaciones de muestreo se

localizaron entre los 800 y los 2400 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m.).

Se capturaron ejemplares pertenecientes a dos especies del género Phlebotomus subgénero
Larrossius, Phlebotomus ariasi 'y Phlebotomus perniciosus. Los resultados muestran
informacion nueva sobre la amplia distribucion geografica y altitudinal de P. ariasi en
Andorra, especie localizada entre los 800 y los 2200 m s.n.m. Durante el estudio también se

capturo, por primera vez en Andorra, a P. perniciosus por debajo de los 1000 m s.n.m.

El hallazgo de estas dos especies, ambas vectoras probadas de la leishmaniosis humana y
canina en las zonas fronterizas de Francia y Espaiia, estd considerado en términos de riesgo de
una posible emergencia de la enfermedad en Andorra, como ha ocurrido en otras partes de

Europa.
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During July 2007 sand fly captures were carried out in Andorra using sticky castor oil traps set in sand
fly resting places for four consecutive nights. The sampling stations were located between 800 and
2400 m above sea level. The specimens captured belong to two species of the genus Phlebotomus sub-
genus Larroussius, Phlebotomus ariasi and Phlebotomus perniciosus. The results shed new light on the wide
geographical and altitudinal distribution of P. ariasi in Andorra, where it was located between 800 and

2200m a.s.l. The study also identified P. perniciosus in Andorra for the first time, with captures below
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Phlebotomus perniciosus
Andorra
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1000 m a.s.l. The finding of these species, both proven vectors of human and canine leishmaniasis in the
bordering areas of France and Spain, is considered in terms of a possible emergence of leishmaniasis in
Andorra, as has occurred in other parts of Europe.

© 2011 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Leishmaniasis is a transmissible disease that affects man and
other mammals and is caused by different species of the genus
Leishmania. Various factors, linked to both human activity and cli-
mate change, have influenced its distribution and leishmaniasis
is currently considered as an emerging or re-emerging disease in
some parts of the world (Gallego, 2004; Ready, 2010).

The highly specialized transmission is by the bite of
hematophagous insects acting as vectors, and is restricted to a
group of dipterans, the phlebotomine sand flies (Rioux et al.,
1967; Gallego, 2004), which are found mainly in warm parts
of the world (Killick-Kendrick, 1999). In the European Mediter-
ranean region, five species of the genus Phlebotomus subgenus
Larroussius are proven vectors of the human and canine disease
caused by Leishmania infantum (Phlebotomus ariasi, Phlebotomus
pernicious, Phlebotomus perfiliewi, Phlebotomus neglectus and Phle-
botomus tobbi) (WHO, 2010).

In Western Europe, human and canine leishmaniasis are con-
sidered highly endemic in some parts of Portugal, Spain, France
and Italy, where in the last years they have spread to northern

* Corresponding author at: Laboratori de Parasitologia, Facultat de Farmacia, Uni-
versitat de Barcelona, Avda. Joan XXIIl s/n, 08028 Barcelona, Spain.
Tel.: +34 934024502 fax: +34 934024504,
E-mail address: mgallego@ub.edu (M. Gallego).

0001-706X/$ - see front matter © 2011 Published by Elsevier B.V.
doi:10.1016/j.actatropica.2011.11.011
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regions (Maroli et al., 2008), being detected in areas considered
non-classical for the disease (Dereure et al., 2009; Ballart et al.,
2012) and at an increasing rate in classical areas (Martin-Sanchez
et al., 2009; Galvez et al., 2010). Some autochthonous cases have
also been observed in other European countries (Bogdan et al.,
2001). No data exist for leishmaniasis in Andorra, a small coun-
try in the Pyrenees located between two endemic countries, Spain
and France. The only existing report on the phlebotomine fauna in
this country describes the survey of one collection site and identi-
fication of two sand fly species, Sergentomyia minuta and P. ariasi
{Lucientes et al., 2001).

The present work represents an intensive entomological survey
carried out in Andorra. The results are discussed in terms of the
possibility of an emergence of leishmaniasis in the country.

2. Materials and methods

Andorra is a small European country of 468 km? located in the
Pyrenees, bordering with France to the North and East, and Spain
fo the South and West, and is divided into seven administrative
parishes. Andorra consists predominantly of rugged mountains
with the lowest point at 840 m a.s.l., in the southern basin of the
Gran Valira, and the highest at the 2946 m Coma Pedrosa peak. It
is characterized by a Mediterranean high mountain climate with
cold temperatures in winter, mild summers and considerable vari-
ations depending on altitude and orientation. It is considered an
ecoregion of Pyrenees conifer and mixed forests.
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An entomological survey was carried out in 39 stations of
Andorra during July 2007 using sticky traps (20cm x 20 cm sheets
of papers covered in castor oil) set in adult sand fly resting places
and left for four days. Due to the highly mountainous topography of
the region, captures were made along transects (Rioux et al., 1967),
following all the main roads (Table 1). The sticky traps were recov-
ered and grouped according to sampling site and date of capture.
The sand flies were fixed in 95 alcohol for a minimum of 2 days
to eliminate the oil, and then definitively conserved in 70° alco-
hol until morphological identification following the keys of Gillego
Berenguer et al. (1992).

The characteristics of the sampling stations (Table 1) were col-
lected in a PDA (Palm Tungsten T5) using Pendragon Form v.5.0
software and a GPS (Tom Tom Wireless GPS MK II) to record the
geographical coordinate. Altitude data for each geocoded site were
extracted from a 90 m resolution CGIAR Digital Elevation Model
(Jarvis et al., 2008 ) using ArcGIS 9.2 software.

3. Results

The majority of traps was placed in drain embankments (94.9%)
alongside paved roads (87.2%), whilst others were placed in
unpaved fracks and in natural or other kinds of walls. 561 sticky
traps were placed in the 39 stations studied and 474 recovered,
which represents a recovery of 84.5% of traps and a surface of
adhesion of 37.92 m2.

A total of 21 specimens belonging to two species of the genus
Phlebotomus subgenus Larroussius, P. ariasi (5 females, 13 males)
and P. perniciosus (1 female, 2 males) were captured in the 10 sta-
tions found positive for sand flies. The global density of the two
species was 0.47 specimens/m? for P. ariasi and 0.08 specimens/m?
of sticky trap for P. perniciosus. The characteristics of the positive
stations and vector density are summarized in Table 1. Global quan-
titative results of density, abundance and frequency, according to
altitudinal distribution, are summarized in Table 2. All the positive
stations consisted of drainage holes in embankments of stone with
mortar, located in paved roads and at different sites relative to set-
tlement, altitude, aspect and vegetation. P. perniciosus was captured
in only two stations, both in the same parish (Sant Juliad de Loria)
at altitudes below 1000 m a.s.l., which represents a frequency of
5.13%. P. ariasi was captured in 9 stations located in 6 parishes at
a frequency of 23.08% and at altitudes from 869 m to 2141 m as.l.
The geographical distribution of the sampling sites and the density
of P. ariasi and P. perniciosus are represented in Fig. 1. P. perniciosus
is restricted to the south whilst P. ariasi covers a wide area.

4. Discussion

The only previously reported data on sand flies in Andorra con-
cerns the capture of P. ariasi and 5. minuta in 1993 in a single
sampling site at 1050 m a.s.l. using a Malaise trap.

The number of sand flies captured was 7 and 3 specimens,
respectively (Lucientes et al., 2001). In the present study we used
sticky traps since they are suitable for a study requiring captures
over an extensive area and short period of time. This method also
has the advantage of trapping by interception, rather than attrac-
tion, which provides a more realistic idea of sand fly distribution
within a territory and facilitates the comparison of results between
stations. The traps lose adhesivity after four days which is consid-
ered long enough to obtain good results (Rioux et al., 1967, 1969).

The number of sand flies captured was low, despite the sunny
weather throughout the capture period. As in the aforementioned
entomological study, we also captured P. perniciosus but 5. minuta
was absent, as were other species of sand flies found in neighbour-
ing Spain and France, Phlebotomus mascittii, Phlebotomus sergenti
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Table 1

Characteristics of the positive stations for sand flies and density of P. ariasi and P. perniciosus.

Administrative division (parroquia)

P. perniciosus
density

P.arimsi
density
1.92
227
2,78
417
1.79
833

Latitude Longitude Altitude(m) Aspect Matural vegetation

Site relative to
settlement

Edge

Closest locality

SE Mixed oak

1528
2141
1362

001°35.6042E
001°4 3.8446E

001°35.5127E

42°33.9338N
422327 145N
42°32.3899N
42°31.0562N
42°32.8805N
42°33.6859N
42°33.3442N
42°35.0934N
42°26.4724N
42°29.0699N

Canillo

Canillo

Mountain meadow

Mixed nak
Mixed oak

Edge
Edge

Pasde la Casa

Canillo

o

NW

NW

Les Bordes de Lloset

Les Escaldes

Encamp

coooo

1198
1256

001°33.3328E
001°3 (.87 48E
001°31.8189E
001°32.0661E
001°31.0979E

001°28.6671E

Between
Edge

Escaldes-Engordany

La Massana
Ordino

Alder valley

LaMassana
Ordino

1284
1306

1392

Between
Within
Within

Mountain pine

MNone

Ordino
Arans

Ordino

2.34
0.96

Ordino

Mountain pine

92

Evergreen oak 1.

Mixed oak

869
950

Between

Sant Julia de Loria

Sant Juliade Laria

417

NE

001-29.3778E

Edge

Sant Julia de Léria

Sant Juliade Loria




Resultados Capitulo 2

C Ballart et al. / Acta Tropica 122 (2012) 155-159 157
Table 2
Number, density (no. of sand flies/m? ), abundance (%) and frequency (%) of sand fly species at different altitudinal ranges in Andorra.
Altitude (m) No. of stations Surface {m?) Number Density Abundance (%) Frequency (%)
P. ariasi F. perniciosus P. ariasi P. perniciosus P. ariasi P. perniciosus P. ariasi P. perniciosus
801-1000 2 128 1 3 0.78 234 5.56 100 2.56 513
1001-1200 2 0.88 1 0 1.14 o 5.56 (4] 2.56 0
1201-1400 i 7.68 12 0 1.56 1] 66.67 1] 12.82 0
1401-1600 7§ B 2 0 0.25 o 11.12 1] 2.56 0
1601-1800 6 5.6 a 0 0 1] (1] o 0 0
1801-2000 5 4,08 (1] 0 0 o 1] 1] 0 o
2001-2200 5 5.76 2 0 0.35 8] 1112 1] 2.56 0
2201-2400 5 4.64 1] 0 a a (1] 1] 0 0

Density: number of sand flies per square metre of sticky trap. Abundance: relative number of sand flies captured at a specific range related to the total number of sand flies
captured and expressed in percentage. Frequency: relative number of positive stations at a specific range related to the total number of stations and expressed in percentage.

and Phlebotomus papatasi (Rioux et al., 1969; Gallego et al., 1990).
The Mediterranean high mountain climate of Andorra, which has
a minimum altitude of 840 m a.s.l., could explain the absence of
these 3 species, which have sub-Mediterranean, semi-arid and arid
affinities, respectively, and are typically found at altitudes of below
800 m a.s.l. Nevertheless, the absence of 5. minuta in sticky trap
captures is unusual, given that this is normally the most abundant
and dense species reported in this kind of trap (Gallego et al., 1990)
and in Europe is found at altitudes from 25 to 2490 m (Rioux et al.,
1969; Bardn et al,, 2011).

An important factor in the distribution of sand flies could be
the altitude and accompanying differences in bioclimate and veg-
etation. In the present study sand fly distribution varied notably
between sampling sites according to altitude. P. ariasi showed a
wide altitudinal range in Andorra, being captured between 800 m
and 2200 m a.s.l. (highest point at 2141 m a.s.l.), whilst P. pernicio-
sus was not located above 1000 m a.s.l. Sand flies around the world
are found from below sea level to 3300 m a.s.l. (Killick-Kendrick,
1999), but in temperate regions they do not usually occupy sites

0 1.5003.000

6000 9.000 12.000
Mete

-]

over 1000-1500m a.s.l. (lzri et al., 2006). In Europe, the altitu-
dinal distribution of P. ariasi ranges from 10m to 2168 m (Rioux
et al., 1969; Martinez-Ortega, 1985) and our observation is the
second for this species at over 2000 m a.s.l., after the finding at
Calar Alto (Almeria, SE Spain). In Europe, P. perniciosus occupies
sites from sea level to 1534 m (Rioux et al., 1969; Bardn et al.,
2011) but in Andorra the highest point of capture was at 950 m,
in two sites of the same parish, Sant Julia de Loria (Table 2). The
results obtained in Andorra are in agreement with the predomi-
nant presence of P. ariasi in humid or sub-humid areas with cold
winters, being the only potential vector of leishmaniosis in cold
zones, and the preference of P. perniciosus for semi-arid or sub-
humid zones with warm winters and mild summers (Gallego et al.,
1990; Aransay etal.,2004). The maximum altitudinal distribution of
P.ariasi and P. perniciosus varies among western European countries
(Table 3). Spain is where they have shown the greatest altitudinal
level whilst in France and Italy these sand flies are not present at
high altitudes in the northern regions or they are substituted by
other species.

*“| Density of P. ariasi
(n® phiebotomesim2)

e 0

Z om-2

IS 2nt=a
N,
= 4
Density of P. perniciosus
(n® phlebotomesim2)
* 0

3¢ 001-2
Y 201.4

yxel
Andorra
Elevation (meters a.s.l.)
2401 - 3000
2201 - 2400
I 2001 - 2200
I 1201 - 2000
I 1501 - 1800
B 1401 - 1600
B 1201 - 1400
Bl 1001 - 1200
B co - 1000

Fig. 1. Sampling sites in Andorra showing the presence/absence of P. ariasi and P. perniciosus and its ranges of density.
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Table 3
Maximal altitudinal level (metres above sea level) for captures of P. ariasi and P. perniciosus in Western European countries.
Country P. ariasi P. perniciosus Reference
Portugal 703 703 Alves-Pires and Ribeiro (1991)
Spain 2168 1534 Martinez-Ortega (1985) and Bardn et al. (2011)
France 1415 640 Rioux et al. (1969)
Italy 870 1070 Maroli et al. (1991, 1997)
Andorra 2141 950 Present study

Until now, leishmaniasis in Europe caused by L. infantum was
considered to be present mainly in the Mediterranean Basin, rang-
ing from Portugal in the West to Greece in the East. Nevertheless, in
recentyears the disease has become not only increasingly prevalent
in Mediterranean endemic areas but is also spreading and emerg-
ing in other zones previously considered leishmaniasis-free, with
reports of new foci in areas such as northern Italy (Bogdan et al.,
2001; Maroli et al., 2008; Dereure et al., 2009; Martin-Sanchez etal.,
2009; Galvez et al., 2010). The presence of human and canine leish-
maniases has been reported inother northern and eastern countries
of Europe, although some are considered imported cases (Aspick
et al., 2008). No data exists on the presence of leishmaniasis in
Andorra, which is located between the known foci of the Pyrenean
regions of France (Pratlong et al., 2004; Dereure et al., 2009) and
Spain, where an autochthonous case of canine leishmaniasis has
been recently described in the neighbouring area of Lleida province
(Ballart et al., 2012).

Our entomological survey has allowed us to describe the pres-
ence of P. perniciosus in Andorra for the first time and gain insight
into the wide geographical and altitudinal distribution of P. ariasi
in this country. Both species are responsible for the transmission
of L. infantum in bordering France and Spain (Dereure et al., 2009;
Gallego et al., 1990).

The presence of the vector is considered to be arisk factor for the
emergence of leishmaniasis in temperate Europe (Ready, 2010). We
therefore consider Andorra to be an area of risk for the emergence
ofthe disease if infected humans and/or dogs are present during the
transmission period despite the low sand fly densities. The summer
temperature in Andorra would allow the parasites in the vectors
to complete their life cycle and be transmitted to the vertebrate
hosts, as has been experimentally demonstrated for P. ariasi, the
most widespread species in Andorra (Rioux et al., 1967).

As reports of abundance and density of sand flies, particularly P.
ariasi, have varied according to the capture methods used (Gallego
Berenguer et al., 1992), it is recommended that, after this pre-
liminary study, entomological studies continue using CDC traps
in the locations found positive for sand flies. More accurate data
on the real distribution and density of this species would also
be obtained if further studies were conducted in the presence
of humans and dogs at different times throughout the summer.
Surveillance of dogs arriving from other endemic areas is advis-
able in order to avoid or control the possible establishment of the
disease in Andorra.
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RESUMEN

La distribucion de la leishmaniosis canina en Espafia es heterogénea y se dispone de pocos datos del norte
del pais, incluyendo la provincia de Lleida (Catalunya, Espafia). Este trabajo describe los resultados
obtenidos mediante un cuestionario enviado a los veterinarios de toda la provincia de Lleida. La mayoria de
ellos (25/32, 78.1%) opinan que los casos de leishmaniosis canina han aumentado durante los tltimos diez
afios y que los perros han sido infectados en la zona (30/32, 93.8%). Ademas, se ha llevado a cabo un estudio
transversal de seroprevalencia en perros de perreras, con y sin signos compatibles con la enfermedad, en la
comarca del Pallars Sobira (Pirineo de Lleida), donde previamente se habia detectado un caso autdctono de
leishmaniosis canina. Para el analisis serologico se utilizaron cuatro tests (IFI, ELISA, Western blot, ICF) y
los perros con resultados positivos para al menos dos de los métodos inmunologicos fueron considerados
seropositivos y probablemente infectados. 33.1% (48/145) de los perros fueron seropositivos. Los resultados
del modelo de regresion logistica mostraron que el riesgo de seropositividad aumentaba con la edad
(OR=1.35, p-valor=0.002), en los perros que habitaban en la parte sur del Pallars Sobira (OR=6.20, p-
valor=0.025), en aquellos cuyos duefios consideraban que sus animales estaban en riesgo de padecer la
enfermedad (OR=1.26, p-valor=0.024) y en aquellos cuyos duefios no tenian conocimiento sobre la utilidad
de métodos preventivos contra las picadas de flebotomos (OR=11.6, p-valor=0.009). El riesgo decrecia
cuando los perros vivian en un habitat urbano-periurbano (OR=0.17, p-valor=0.002). La informacion
obtenida en el cuestionario veterinario nos ha ayudado a definir el conocimiento, la percepcion y la
sensibilizacion respecto a la enfermedad en una region donde era previamente desconocida, sosteniendo la
hipdtesis de la existencia de un foco de leishmaniosis canina en el Pallars Sobira, confirmado posteriormente
con el estudio seroepidemiologico llevado a cabo. El estudio de seroprevalencia realizado en perros de
perreras de origen local ha resultado ser util para la deteccion de un foco autoctono de leishmaniosis a través

del analisis de un pequefio nimero de animales.
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ABSTRACT

The Spanish distribution of canine leishmaniasis (Canl) is heterogeneous and very few
data are available for the north of the country, including the province of Lleida (Catalonia,
Spain). This work describes the results obtained from a questionnaire sent to veterinarians
throughout the province of Lleida. The majority of veterinarians (25/32, 78.1%) believed
(CanL cases were increasing and that the dogs had been infected locally (30/32, 93.8%).
Also, a cross-sectional study was performed on the seroprevalence of CanL in kennel dogs,
with and without compatible clinical signs, in the county of Pallars Sebira (Pyrenees of
Lleida), where an autochthonous case of Canl had been previously detected. Four serological
tests were used (IFAT, ELISA, Western blot, ICF) and dogs that tested positive with at least
two immunological methods were considered seropositive and probably infected. 33.1%
(48/145) of the dogs were seropositive. The results of a mixed logistic regression model
showed that the risk of seropositivity increased withage {OR=1.35, p-value=0.002),among
dogs living in the southern part of Pallars Sobira (OR =6.20, p-value =0.025)and among dogs
whose owners considered their animals to be at risk of leishmaniasis infection (OR=1.26,
p-value=0.024) and who were unaware of anti-sand fly preventive methods (OR=11.6, p-
value =0.009). The risk decreased when dogs lived in an urban-periurban habitat (OR=0.17,
p-value=0.002). The informaticn gathered in the veterinary questionnaires helped us to
define the knowledge, perception and awareness of the disease in a naive region, supporting
the hypothesis of an existing CanL focus in Pallars Sobira, which was confirmed by the
seroepidemiological survey. The seroprevalence study carried out on kennel dogs of local
origin proved useful for detecting an autochthonous focus of leishmaniasis through the
analysis of a small number of animals.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Changes in global climate, human activities and migra-

# Corresponding author at: Laboratori de Parasitologia, Facultat de Far- tion have resulted in the emergence or re-emergence of

macia, Universitat de Barcelona, Avda. Joan XXIII s/n, 08028 Barcelona,
Spain. Tel.: +34 934024502; fax: +34 934024504.

vector-borne diseases in some parts of the world, including

E-mail address: mgallego@ub.edu (M. Gillego). leishmaniasis, the only tropical vector-borne disease that

0167-5877]% — see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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remains endemic throughout southern Europe (Dujardin
et al., 2008).

Leishmaniasis in the Mediterranean region is due to
Leishmania infantum and its transmission is mainly by the
bite of permissive sand flies. Two proven vectors exist in
the Iberian Peninsula, Phlebotomus ariasi and P. pernicio-
sus (Guilvard et al., 1996; Portas et al., 2007), both present
in the province of Lleida (Gallego et al., 1990} where L.
infantum DNA has been found in P. ariasi (Alcover et al.,
2012).

The first cases of human and canine leishmaniasis
in Spain were published in 1912 and 1913, respectively
(Pittaluga, 1912, 1913). The human incidence of the disease
decreased at the end of the 1940s, which is attributed to the
use ofinsecticides in the agricultural and domestic environ-
ment as well as an antipaludic campaign (Gil Collado, 1977,
Botet Fregola and Portis Vinyeta, 1993; Portis et al., 2007).
There has been a re-emergence in recent years, mainly in
immunosuppressed adults (Alvar et al., 1997). From 1982
until 1996 human leishmaniasis {HL) was considered a
notifiable disease in Spain, but its notification is currently
mandatory in only 12 of the country’s 17 autonomous com-
munities, including Catalonia. From 1982 to 2010, 879 HL
cases were officially recorded in Catalonia, 37 of them
in Lleida province (updated from Ballart et al., 2012a).
Nevertheless, as individual cases are not always officially
recorded, the real incidence is not well defined (Gallego,
2004; Portds et al., 2007 ; Dujardin et al., 2008).

The distribution of canine leishmaniasis (CanL) in Spain
is heterogeneous, with the lowest seroprevalence in the
North (1.6%) and the greatest in the South (34.6%) (Alvar
Ezquerra, 2001; Morillas et al., 1996). Nevertheless, data
on CanL distribution is incomplete, as declaration of the
disease is not compulsory, with very few data available for
the north of the country, including the province of Lleida
(Catalonia, NE of Spain) where the first case of CanL has
been recently reported (Ballart et al., 2012a).

CanlL is considered an important disease by the World
Organization for Animal Health (OIE) from the socio-
economical and sanitary points of view. Dogs constitute
the main reservoir hosts of the parasite, which represents
arisk for humans (Gallego, 2004; Ready, 2010), particularly
considering the high number of asymptomatic animals
(Alvaretal.,2004; Dujardin et al., 2008; Molinaet al., 1994).

The true extent of Canl in many parts of southern
Europe is unknown, due to a lack of survey data, its inci-
dence only being inferred indirectly (de Ybdfiez et al.,
2009). For this reason, a questionnaire was designed by the
EDEN project (Emerging Diseases in a changing European
eNvironment) to rapidly obtain information from veterin-
arians about the presence, diagnosis and perception of the
disease. This questionnaire was applied in the province of
Lleida as has been done in other parts of Europe by EDEN
team participants ( Morosetti et al., 2009; Farkasetal.,2011;
Gdlvez et al., 2011).

Described here are the results obtained from the EDEN
questionnaire as well as a cross-sectional study on the sero-
prevalence of CanL in Pallars Sobira (Pyrenees) where the
aforementioned CanL case was detected, with particular
focus on the possible factors responsible for the CanL emer-
gence in the area. This is the first survey carried out on dogs
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in the province of Lleida and was prompted by the possibil-
ity of the disease becoming wide-spread and established in
the Pyrenees.

2. Materials and methods
2.1. Study area

A questionnaire-based survey on Canl was conducted
among clinical veterinarians throughout the province of
Lleida (Catalonia, NE of Spain). Lleida (41°36'N and 0°37'E;
12,173 km?) shares its northern border with Andorra and
France and is territorially divided in 13 counties, occupy-
ing a great variety of habitats that range from just over
sea level to over 3000 m above sea level (m a.s.L.) (Fig. 1).
The climate varies from Mediterranean high-mountain in
the mountainous areas of the north to continental in the
central depression. With a population of 436,402 inhabi-
tants in 2009 (approximately 35.8 inhabitants/km?) Lleida
is the province with the lowest population density of
Catalonia (IDESCAT Institut d'Estadistica de Catalunya;
http://www.idescat.cat). The only locality with more than
20,000 inhabitants is the capital, Lleida city, where 30% of
the population lives.

Additionally, a cross-sectional serological study of CanL
was carried out in Pallars Sobira, a county of the province of
Lleida located in the Spanish Pyrenees (42°25'N, 1°08'W),
with a surface area of 1378km?. Its population density
is very low (5.6inhabitants/km? in 2009) and concen-
trated in small villages (IDESCAT Institut d'Estadistica de
Catalunya; http://www.idescat.cat). The altitude ranges
from 600 to 3143 m a.s.l. and the climate is Mediterranean
high-mountain, with cold winters and mild summers,
except at over 1500 m a.s.l., where it could be considered
alpine. The annual mean rainfall varies from 700 mm in
the valleys to 1000 mm in the peaks, summer being the
wettest season while winter is the driest. The orography of
the region and its particular climate notably determine its
vegetation, which is characterised by five different floors:
basal with mixed oaks (from 600 to 1000 m a.s.l.), moun-
tainous with oaks, beeches, firs and red pines (from 1000
to 1600 m a.s.L), subalpine with black pine (from 1600 to
2200 m a.s.l.), alpine with pastures (from 2200 to 2800 m
a.s.l.) and the mainly rocky snow floor (over 2800 m a.s.l.).

2.2. Veterinarian questionnaire on canine leishmaniasis

In 2009, a total of 41 questionnaires were sent to
all the veterinarians with a pet veterinary clinic in the
province of Lleida to survey their opinions on trends in
Canl prevalence and control measures. The question-
naire was designed by members of the Leishmaniasis
sub-project of the EDEN Project (http://www.eden-
fp6project.net/emerging_diseases/leishmaniasis), and
consisted of two pages of questions on different aspects of
the disease in the area, including the approximate number
of suspected and confirmed cases observed in the previous
year, clinical signs and their frequency of appearance and
utility in diagnosis, methods used to confirm CanlL cases,
etc. (Galvez et al., 2011).
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Fig. 1. Study area (Lleida province and Pallars Sobird county), surveyed points for CanL and veterinarian questionnaires.

A conference was organized previously with the help
of the Col.legi Oficial de Veterinaris de Lleida with the aim
of involving the veterinarians in the study. Questionnaires
were posted in a prepaid return envelope and also sent by
e-mail. Asecond letter, following a telephone call, was sent
when no answer to the questionnaire was received. The
locations of veterinary clinics were geocoded using Google
Earth (Fig. 1).

2.3. Serological study on canine leishmaniasis

2.3.1. Animals and samples

The cross-sectional study was performed in October
2009 in Lleida Pyrenees (Pallars Sobira county). An active
search for dog owners was necessary and was carried out
with the help of the veterinarians of the area. The tested
dogs belonged to 25 owners from 16 localities situated
between 600 and 1300 m a.s.l. (Fig. 1). Blood samples of
145 dogs were obtained by cephalic vein puncture, with
permission of the owners. Blood was collected in 5 ml tubes
and on filter paper (Whatman 3 ). The tubs were centrifuged
at room temperature and the serum was frozen and stored
at —40°C until use. Filter papers were also stored at —40°C
after air drying.

2.3.2. Data collection

Owner data and dog characteristics were collected in a
PDA (Tungsten T5) using Pendragon Form v.5.0 software
(PSC, Libertyville, IL, USA).
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Clinical signs referable to canine leishmaniasis (Fig. 2)
were also compiled during the clinical examination by local
veterinarians, and dogs were classified as asymptomatic or
symptomatic depending on the absence or presence of at
least one of those clinical signs.

A GPS receiver (Tom Tom Wireless GPS MK II) was used
to record geographical coordinates, and altitude data for
each geocoded collection site was extracted from a 90 m
resolution Digital Elevation Model (]Jarviset al., 2008) using
ArcGIS 9.2 software (ESRI, Redlands, CA, USA).

2.3.3. Diagnostic technigues

Dog samples were analysed by four serological tech-
niques: (1) an in-house immunofluorescent antibody test
(IFAT), since this is considered the “gold standard” and
reference test for CanL diagnosis (Alvar et al., 2004; OIE,
2008; WHO, 2010) and was chosen as the reference tech-
nique in the EDEN project; (2) an in-house enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), because it is habitually used
by our team and has proved useful in epidemiological
studies (Iniesta et al., 2002; Solano-Gallego et al., 2005;
Fernandez-Bellon et al., 2008); (3) an in-house Western
Blot (WB) technique, because it is a more sensitive serolog-
ical technique (Aisa et al., 1998, Iniesta et al., 2002), and (4)
a commercial immunochromatographic test (ICF) for the
detection of circulating anti-Leishmania kinesin antibodies,
due to its rapidity and feasibility for use in the field.

The IFAT was performed according to standard proce-
dures (Alvar et al., 2004). Sera from dogs were assayed in
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DOG DEMOGRAPHIC DATA VETERINARY DATA DOG OWNER QUESTIONNAIRE

MName Mame and sumame MName and surname

Length of hair: Address Address

shon D Medum O Long D

Colour of hair Town Longituge Latitude

Sex:MO FO Province Town

I female, Is pregnant? Post code Province

Date of bith Teleph n° Past code

Age (years) e-mail Telephone n®

Weight (k) e-mail;

Breed: :;‘:’cﬁkﬂﬂ':: SAMPLING DATE Have you heard of visceral aniasis? Yes O No O

Couniry of origin CANINE Form No. What do you think Is the risk that your dog will get leishmaniasis

Region of origin LEISHMANIASIS during s Wstime 7

Province of ongin None O Type of sample 0% 0 5%0 10%0 20%0 S50% 0 S50-90% 0 90-100% 0

DOG'S USUAL PLACE OF LIFE Lymph node swelling © | Serum O Do you knew of any measures to protect your deg against sandfly

Addrass Dematitus furfuracea O | Cutaneous sample O | bites? Yes O NoDO

Locality Alopecia O Peripheral bioed O It YES, have you ever used any measures (o protect your dog against

Comarca Province Ulcers O Lymph node O VL? YesO NoO

Long Lat Onychogryphasis O Bone marrow O I YES. which? It NO, why not?

Resides in: Epistaxis O ColtarO Can't find them in the shop O

in the home O Inthe open O Inkennel O | Pale mucosa O DIAGNOSTIC TEST | Scalibor O Too expensive O

Usual habitat: Ocular lesions O nicroscopy O Other collar (specity) O Don't think they work O

Urban O Periutban O Rural O Splencmegaly O ELISAD Details coltar; O VL risk not Impaortant O

Plaind  Mountain O g’;g'lgﬂ{ss Cc IFATO Spot-on O Other (specify) O

Nocturnal shelterihome: Specify) we Qo Advanlix 0 ExpolQ OQtherQ

Qutdoors O Indoors O In wilro culture O Details Do you apply any Insecticide on
z PCRO your dog to protect it from ether

Oceupation of dog: Spray O . i

Pet O Guard dog O Sheep dog O Hunting dog g | @iner O (specity) Duowin O !;.'"El” m:;u?:ll[“?

Dog in kennel O Stray dog O Other O (specity): Other (specify) O 5

Lives with other dogs: Yes O NoO  If YES, How many: Resuit Delails spray: O It YES, provide delaits

u Pesitive O Negative O

ves with other animals Yes O NoO Titre Shampoo O

I YES, which B Other (specify) O

Movementiravel ves  No O ictiyic Delails:

I YES, detalis of place

If YES, period

Fig. 2. Questionnaire filled in by dog owners and veterinarians in the county of Pallars Sobira.

serial two-fold dilutions from 1:40 to 1:1280, and antibody
fixation was revealed with 1:100 FITC-conjugated rabbit
anti-dog 1gG (H+L) (ICN Plaza, Costa Mesa, California) in
0.01% Evans blue. The cut-off for positive sera was 1:80, in
accordance with other authors (OIE, 2000; Alvar Ezquerra,
2001; Dereure et al., 2009; Galvez et al., 2010).

The ELISA and WB tests were performed according to
Riera et al. (1999). For the ELISA test, sonicated promastig-
otes coated to the plate were used as antigens. The sera
were used at a dilution of 1:400 and Protein A peroxidase
(Sigma) (1:30,000) was used instead of the second anti-
body. The reaction was stopped with H250, 3 M and the
optical densities were measured at 492 nm using a Titertek
Multiskan PlusMKII {(Flow Laboratories International, SA,
Lugano, Switzerland). The reaction was quantified in units
(U) by reference to a positive control serum arbitrarily set
at 100 U. The cut-off was established at 24 U (Riera et al.,
1999).

For the WB, separation of different fractions in L
infantum antigen was performed with 0.1% SDS-12% poly-
acrylamide gel electrophoresis on a Mini-gel AE 6400 Dual
Mini Slab Kit (Atto, Bunkyo-Ku, Japan) and transblotted
onto nitrocellulose sheets (0.45 pm pore size, HAWP 304
FO; Millipore, Bedford, MA). Fractions were recognized by
sera diluted to 1:50 and Protein A peroxidase (1:1000)
was used instead of the second antibody. The reaction was
considered positive when any of the polypeptide fractions
considered most useful were revealed (14, 16, 18 or 24 kD)
(Aisa et al., 1998; Iniesta et al., 2007 ).
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The immunochromatographic dipstick test (Speed®
Leish K, BVT Group, Virbac) was carried out on the serum
following the manufacturer's instructions.

To avoid problems of nonspecificity of the techniques
used, mainly present when results were near the cut-off,
dogs that tested positive with at least two immunolog-
ical methods were considered seropositive and probably
infected (Iniesta et al., 2002).

2.34. Statistical analysis

Amixed logistic regression model was used to assess the
relationship between seropositivity in dogs (outcome) and
a series of individual and location variables (covariates).
The villages where the dogs live were used as random
effects to take into account the clustering of the data
(Alonso et al., 2010), and maximum likelihood estimation
was applied. The covariates considered in the analysis
were: location of the village in Pallars Sobira (North/South),
altitude (600-800/801-1000/>1000m), habitat (urban-
periurban/rural), place of abode (outdoors/insidefin
kennel), use given (pet dog/hunting dog/others), sleeping
habits (outdoors/indoors), age inyears (<1/1/2/3/4/5/6/>6),
hair length (short/medium-long), sex (female/male), breed
size in kg (=25/>25), breed (pedigree dog/crossed dog),
lives with other dogs (yes/na), lives with other animals
(yes/no) and clinical signs (asymptomatic/symptomatic).
Similarly, information on knowledge, attitude and
practice was gathered from the owners: had they
heard of leishmaniasis (ves/no), the risk of dogs having
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leishmaniasis (0%/5%/10%/20%/50%/50-90%/90-100%), did
they use prevention methods (yes/no), if YES, what meth-
ods were known (collar/not proceed), if NO, why not (I don't
think it works/leishmaniasis is not important/other/not
proceed) and did they use topical insecticides (yes/no).
The defined categories were based on those used in
previous publications (Martin-Sanchez et al., 2009; Galvez
et al., 2010) and the characteristics of the data in the
present study. Age and “perceived risk of dogs having
leishmaniasis™ were used as continuous variables in the
model.

A two-step approach was used to determine the most
parsimonious multivariate model. First, the association of
all cavariates and the outcome were assessed one by one

Table 1

in a bivariate analysis. Covariates with a p-value < 0.2 were
further tested in a multivariate mixed model (Galvez et al.,
2010). In this second step, a backward stepwise selection
method was used to select the final model using a p-value
of =0.05 as the threshold for removal.

All statistical analyses were performed using Stata 12
(StataCorp LP, College Station, TX, USA).

3. Results
3.1. Veterinary questionnaire survey

Thirty two of the 41 (78%) questionnaires sent to the
veterinarians specialized in small animals were returned.

Results obtained from the veterinary questionnaire surveying the entire province of Lleida.

Type of dogs population N (%) Diagnostic methods N (%)
Clients Epidemiology
Mixed 23 (71.9) No 30 (93.8)
Rural 7 (21.9) Yes 2 (6.3)
Urban 2 (6.3) Clinical signs only
Dogs examined/week No 32 (100)
4-10 3 (9.4) Serology-IFAT
11-20 11 (34.4) No 17 (53.1)
>20 18 (56.3) Yes 15 (46.9)
Dogs suspected (last 12 months) Serology-ELISA
1-5 5 (15.6) No 20 (62.5)
6-10 8 (25) Yes 12 (37.5)
11-20 6 (18.8) Serology-rapid detection Kit (ICF)
21-50 10 (31.3) No 8 (25)
»50 3 (9.4) Yes 24 (75)
CanL confirmed cases (last 12 months) Microscopy-Lymph node punction
1-5 10 (31.3) No 30 (93.8)
6-10 8 (25) Yes 2 (6.3)
11-20 8 (25) Microscopy-Bone marrow punction
21-50 3 (9.4) No 26 (81.3)
=50 3 (9.4) Yes (i1 (18.8)
New cases of CanL Microscopy-Cutaneous biopsy
1-5 14 (43.8) No 31 (96.9)
6-10 7 (21.9) Yes 1 (3.1)
11-20 8 (25) PCR
21-50 1 (3.1) No 29 (90.6)
=50 2 (6.3) Yes 3 (9.4)
Dogs infected in the area Place where diagnosis was confirmed
Mo 2 (6.3) Own laboratory
Yes 30 (93.8) No 11 (34.4)
Evolution (past 10 years) Yes 21 (B5.6)
Decrease 4 (12.5) Private laboratory
Increase 25 (781) No 7 (21.9)
Mo evolution 3 (9.4) ¥Yes 25 (78.1)
Preventive measures recommended Departmental veterinary laboratory
Collar No 27 (84.4)
No ] (0) Yes 5 (15.6)
Yes 32 (100)
Spot-on
No 13 (40.6)
Yes 19 (59.4)
Spray
No 28 (87.5)
Yes 4 (12.5)
Shampoo
No 32 (100)
Yes ] (0)
Preventive products specifically against sand flies
No 5 (15.6)
Yes 27 (84.4)

Abbreviations: N, number of answers; (%), percentage of answers.
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We received at least one questionnaire from each county,
the numbers varying from 1 to 13, with the exception of La
Cerdanya, where no veterinary clinic existed at the time of
study (Fig. 1).

71.9% of veterinarians had clients from mixed environ-
ments (urban and rural) and over half the clinics received
more than 20 dogs per week (56.3%) (Table 1). Approxi-
mately 40% had received more than 20 suspected cases
of leishmaniasis in the last 12 months (40.6%). The range
of confirmed and new cases is shown in Table 1. A large
percentage of the veterinarians (93.8%) thought that dogs
had been infected in the study area and 78.1% reported an
increase in the disease in the last 10 years. All the veter-
inarians recommended preventive measures, specifically
impregnated collars (100%). Most of the practitioners also
recommended the use of preventive agents that specifi-
cally indicate repellent effects against phlebotomine sand
flies (84.4%).

All the veterinarians used different methods to confirm
clinical suspicion. Serology was applied in all cases, using
any of three techniques (ICF, IFAT and ELISA). Other meth-
ods used were microscopic analysis (18.8%) or PCR (9.4%).
Diagnosis was practiced in external private laboratories
(78.1%) as well as in the veterinarians' own laboratories
(65.6%).

The frequency and diagnostic value of the clinical signs
described by the veterinarians are included in Table 2.
Other signs, such as chronic diarrhoea (1 case) and arthritis
(1 case), were considered.

3.2. Descriptive analysis of cross-sectional canine
leishmaniasis survey

3.2.1. Defining the dog population and owner awareness
of leishmaniasis

A total of 145 dogs were examined from 16 villages
in the county of Pallars Sobira in 2009 (Fig. 1). All dogs
were autochthonous except 2 from France, 1 from cen-
tral Spain and 3 from Andorra. The characteristics of the
dog population are recorded in Table 4. Dogs were dis-
tributed at different altitudes, ranging from 601 to 1300 m
a.s.l.The majority of the dogs came from rural areas (57.2%),
lived in kennels (80.7%), slept outdoors (91.7%) and were
hunting dogs (84.1%). The number of females (45.5%) and

Table 2
Clinical signs reported in the veterinary questionnaire on CanL.

Table 3
Serological results (% of positives) on CanL obtained from 145 dogs from
Pallars Sobira County (Lleida, NE Spain).

IFAT (%)
20

ELISA (% WHB (%)

379

ICF(%)  Seropositive dogs (%)

29.7 221 331

1 Dogs were considered seropositive when they tested positive in at
least two immunological methods.

males (54.5% ) was similar, as was the number of pure breed
(57.9%) or crossbreed dogs (42.1%). Most of the dogs were
=25 kg (71%). The majority lived with other dogs (95.2%)
and only some of them lived with other animals (20%).

The answers of the owners to questions on leishman-
iasis awareness revealed that most of them had heard of
visceral leishmaniasis (85.5%) and more than half (59.3%)
considered their dogs were not at risk of contracting leish-
maniasis during their lifetime. Approximately half of them
had knowledge of preventive measures against sand fly
bites (50.3%). All the owners with awareness of preventive
methods against CanL used collars on their dogs (42.1% of
the totality).

3.2.2. Serological results

Based on the results obtained with the different serolog-
ical techniques (Table 3), 48 (33.1%) dogs were considered
probably infected and positive for the statistical analysis.
Positive dogs were found at all altitudinal ranges (from
600 to 1300 m a.s.l.)in 12 of the 16 localities studied (75%)
and all of them had been born in the area (Table 4). The
prevalence ranged from 0% to 66% but the infection was
not concentrated in any particular village.

Clinical examination of dogs revealed that 31.2% of
seropositive animals had signs referable to CanL (Fig. 2).
One or more of those clinical signs were observed in
symptomatic dogs, which included weight loss, alopecia,
dermatitis furfuracea, ocular lesions, onychogryphosys and
lymph node swelling.

3.3. Bivariate analysis

The relationship between dog seropositivity and a series
ofindividual and location variables are presented in Table 4.
Significant differences in CanL risk (p<0.05) were found

Clinical sign Frequency (%) Diagnostic value (%)
Very frequent Frequent Rare No answer High Medium Low No answer

Loss of weight 45.9 53.1 8] 0 56.3 219 125 9.4
Tiredness 9.4 68.8 219 0 15.6 219 50 125
Anaemia 219 43.8 344 0 125 313 46.9 94
Hyperthermia 0 25 71.9 33 9.4 15.6 B65.6 94
Epistaxis 9.4 40.6 50 0 43.8 25 18.8 12.5
Alopecia 375 46.9 15.6 0 21.9 375 31.3 9.4
Squamaosis 53.1 438 31 0 3.3 344 25 9.4
Onychogryphosis 281 40.6 28.1 3.1 344 344 18.8 125
Ulcers 219 53.1 25 0 18.8 43.8 281 94
Adenopathy 594 344 6.3 0 50 219 18.8 9.4
Ocular lesions 6.3 40.6 53.1 0 12.5 313 46.9 9.4
Renal failure 9.4 56.3 3.3 3.1 9.4 5341 .1 125
Splenomegaly 3.1 18.8 71.9 6.3 6.3 219 56.3 15.6

70



Resultados Capitulo 3

C Ballart et al. | Preventive Veterinary Medicine xxx (2012 ) xxx—xxx 7

Table 4
Main characteristics of the Pallars Sobira dog population and owner awareness of leishmaniasis. Serological results obtained and bivariate factors associated
with canine leishmaniasis (two positive serological tests}.

Pallars Sobira county (145 dogs) M. dogs analyzed % of seropositive dogs Bivariate
OR (95% C1) p-Value

Village location’

Morth Pallars Sobira (817-1219m as.l, mean: 1004 m a.sl.) 63 22 Ref

South Pallars Sobira (619-1169m a.s.l, mean: 792 m a.s.l.) 82 40 2.15(1.04-4.47) 0.039
Altitude (m)

600-800 49 41 Ref

801-1000 38 29 0.59(0.24-1.48) 0.253

>=1000 58 29 0.60(0.27-1.34) 0214
Habitat’

Rural 83 41 Ref

Urban-Periurban 62 226 0.42(0.20-0.88) 0.021
Abode

Outdoors 16 25 Ref

In the home 12 83 0.27(0.03-2.83) 0.276

In kennel T1F 36.8 1.74(0.53-5.74) 0.361
Sleeping habits’

Outdoors 133 353 Ref

Indoors 12 8.3 0.17(0.02-1.33) 0.091
Use given

Pet dog 11 27.3 Ref

Hunting dog 122 36.1 1.50{0.38-5.96) 0.561

Others 12 12.5 0.24{0.02-2.78) 0.255
Age (in years) 134{1.11-1.61) 0.002

<] 7 0

1 23 8.7

2 19 2141

3 24 458

4 14 357

5 18 38.9

6 9 44.4

>6 R 48.4
Hair length

Short 83 34.9 Ref

Medium-long G2 75 0.82(0.41-1.66) 0.587
Sex’

Male 79 38 Ref

Female 66 273 0.61(0.30-1.24) 0174
Breed size (kg)

=25 103 67 Ref

=25 42 67 1.01{0.47-2.17) 0.970
Breed

Pedigree dog B84 31 Ref

Crossed dog &1 36.1 1.26(0.63-2.53) 0.519
Lives with other dogs

Yes 138 34.1 Ref

No 7 14.3 0.32{0.04-2.76) 0.302
Lives with other animals

Yes 29 27.6 Ref

No 116 34.5 1.38(0.56-3.40) 0.481
Symptomatology’

Asymptomatic 113 29.2 Ref

Symptomatic 3z 46.9 2.14(0.96-4.78) 0.064
The owner has heard of VL'

Yes 124 35.5 Ref

Mo 21 19 0.43(0.13-1.35) 0.148
Risk of dogs having leishmaniasis according to the owner®’ 1.24(1.05-1.47) 0.013

0% 86 279

5% 14 28.6

10% 4 50

20 20 30

50% 1 [§]

50-90% 9 4.4

90-100% 11 727
The owner has knowledge of preventive measures against sand flies bites’

Yes 73 384 Ref

No 72 278 0.62(0.31-1.24) 0177
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Table 4 (Continued )

The owner has used prevention methods against VL (If YES, collars)’

Yes 61
Mo 84
If NO, why?
It doesn't work 4
VL is not important 29
Other 51
Not proceed 61
The owner has used topical insecticides against arthropod bites
Yes 124
No 21

393
28.6

25

37.9
235
393

339
28.6

Ref
0.62(0.31-1.24) 0.175
Ref
1.83(0.17-19.89) 0.618
0.92(0.00-9.71) 0.947
Ref
0.78(0.28-2.16) 0.634

? Variable used as continuous in the model.
* Variable included in the multivariate model (p<0.2).

Table 5

Estimates of the mixed logistic regression model determining the risk fac-
tors for dogs being seropositive. Risks expressed as Odds Ratios (OR) and
their 95% Confidence Intervals (95% CI). Location of dogs was set up as a
random effect in the mixed model.

Variable OR 95% p-Value

Age 1.35 1.12-1.64 0.002

Urban-Periurban 017 0.06-0.52 0.002

South Pallars Sobira 6.20 1.25-30.69 0.025

Probability of CanL according 1.26 1.03-1.54 0.024
to the owner

Owner is unaware of anti-sand 11.6 1.83-73.86 0.009

fly methods

for the variables of village location (p=0.039), habitat
(p=0.021), age (p=0.002), and risk of dogs contracting
leishmaniasis according to their owners (p=0.013).

3.4. Multivariate analysis

The results of the final multivariate mixed model
are summarised in Table 5. The risk of dogs being
seropositive increased with age (OR=1.35, p-value=0.002)
(Table 5), among dogs living in the southern part of Pal-
lars Sobird (OR=6.20, p-value=0.025), and among those
whose owners considered their animals to be at risk
of leishmaniasis infection (OR=1.26, p-value=0.024) and
who were unaware of anti-sand fly preventive methods
(OR=11.6, p-value=0.009). The risk decreased when dogs
lived in an urban-periurban habitat compared to rural areas
(OR=0.17, p-value=0.002).

4. Discussion
4.1. Veterinarian questionnaire on canine leishmaniasis

The number of questionnaires sent to the practition-
ers corresponded to the number of veterinary pet clinics
in the province of Lleida in 2009. The clinics are distributed
ameng all the counties, with the exception of La Cerdanya,
where no veterinary clinic existed when the study was
performed. Lleida is mainly an agricultural and farming
region with a low human population density and where the
veterinarians work principally with farm animals. Despite
the small number of questionnaires sent out, as explained
above (41), the response (78%) was considerably greater
than in other European studies using this methodology
(23%, 31% and 47%) (de Ybaiiez et al., 2009; Farkas et al.,
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2011; Galvez et al., 2011) and similar to a study carried
out in Italy (83.3%) (Morosetti et al., 2009), the percent-
age of response being independent of veterinary opinion
on CanL trends. The high percentage of returned ques-
tionnaires could be related with the extent of veterinarian
awareness of the disease and the widespread opinion that
Canl hasincreased among patients during the last ten years
(78.1%) or, as in the Italian study, that cases would increase
in the future.

In our study, the dogs attending the veterinarian clin-
ics were mainly from mixed areas (71.9%), reflecting that
Lleida is a region composed of towns and villages with
agricultural and farming activities. A high percentage of
the veterinarians thought that CanL cases were new and
acquired locally, which plays in favour of an active focus in
the region.

The clinical diagnosis of CanL is hampered by the wide
spectrum of clinical signs, including cutaneous or sys-
temic signs, and asymptomatic or atypical forms (Gradoni,
2002; Gallego, 2004; Alvar et al., 2004; Baneth et al,
2008; Solano-Gallego et al., 2009). In agreement with other
authors (Galvez et al.,, 2011), the most frequent clinical
signs observed by the veterinarians in the present study
were adenopathies, squamaosis, loss of weight and alope-
cia, the highest diagnostic value being given to loss of
weight and adenopathies (56.3% and 50%, respectively).
Clinical signs described as uncommon were hyperthermia,
splenomegaly and ocular lesions, and these were consid-
ered of low diagnostic value, along with renal failure.

Possibly due to the difficulty in clinical diagnosis, all
veterinarians used analytical methods to confirm CanL
cases. Serology was the diagnostic method of choice to con-
firm a suspicious case (100%) and results were corroborated
in the veterinarian's own laboratory (65.6%) as well as in
external private laboratories (78.1%).

All the practitioners recommended actively preventive
measures, particularly collars and spot-on products, as in
other European regions (de Ybafiez et al., 2009; Morosetti
et al.,, 2009; Galvez et al., 2011). This could be related with
the general veterinary opinion that local CanL cases had
increased (78.1%) and that the infections were acquired in
the area (93.8%), leading them to consider the disease as a
real epidemiological problem.

The information gathered in the veterinary question-
naires, which proved to be a simple, cheap and feasible
method for collecting data, helped us to rapidly define the
knowledge, perception and awareness of the disease in the
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naive region, as has previously been done in other parts of
Europe. The questionnaire results support the hypothesis
of an existing CanL focus in Pallars Sobira put forward by
Ballartet al. (2012a).

4.2, Cross sectional study of canine leishmaniasis

For a long time, seroepidemiological studies on CanL in
Spain were able to take advantage of rabies vaccination
campaigns to collect blood. Nowadays, the rabies vaccina-
tion is no longer mandatory in some regions, including our
area of study, making it necessary to rely on the help of
local veterinarians to search for dogs and encourage owner
participation. The long tradition of hunting among the
inhabitants of Pallars Sobirad explains why a high percent-
age of dogs in the study were hunting dogs living in kennels
in a rural environment (54%). Dogs of this kind of popula-
tion have been considered as sentinel indicators of diseases
of veterinary and zoonotic interest (Cabezdn et al., 2010).

The most useful diagnostic approaches to the study of
infected dogs include serological and molecular techniques
(Solano-Gallego et al., 2009). Many serological methods
have been used to diagnose CanL, showing different degree
of sensitivity and specificity that could influence in the
seropositivity of CanL in an area as it shown in this study
(Table 3) (Aisa et al., 1998; Iniesta et al., 2002; Riera et al.,
1999). For this reason we decided to combine several tech-
niques and considered as seropositive dogs that tested
positive with at least two immunological methods accord-
ing to Iniesta et al. (2002). Studies applying IFAT have used
different cut-offs: 1:40 in areas considered non endemic
(Morosetti et al., 2009; Baldelli et al.,, 2011), and 1:80
or 1:160 in endemic areas (Dereure et al., 2009; Martin-
Sanchez et al., 2009; Galvez et al., 2010; Morales-Yuste
et al., 2012). We decided to use the intermediate cut-off
(1:80) for the naive area studied, which is also the most
frequently used in Europe (Franco et al., 2011). All the
dogs with IFAT values of 1:80 produced at least two other
positive serological tests (data not shown), confirming the
utility of the cut-off considered in the present study.

The seroprevalence reported in this study (33.1%), in
an area where the presence of the disease was unknown,
is high considering that the highest seroprevalence value
found in a known focus in Spain is 34.6% (Morillas et al.,
1996). However, our figure can be considered as an over-
estimation due to the biased nature of the sample. The
analyzed dogs (57.2% from rural and 37.2% from peri-
urban environments and 80.7% in kennels) lived outdoors
in optimal conditions for disease transmission (Fisa et al.,
1999; Amusategui et al., 2004; Martin-Sanchez et al., 2009;
Galvez et al., 2010; Morales-Yuste et al., 2011), due to the
predominant exophilic and exophagic character of most
sand fly species taking a blood meal at twilight or night
(Killick-Kendrick, 1999).

The density of dogs living in kennels is another factor
that facilitates parasite transmission both directly and by
vector, as previously mentioned and reviewed (Riera and
Valladares, 1996; Solano-Gallego et al., 2009).

The risk of seropositivity in dogs increased with age,
contrary to the results reported by Morales-Yuste et al.
(2011). Even if the seroprevalence may vary in different
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age groups and may decrease in older dogs (Fisa et al.,
1999; Alonso et al., 2010) the risk of seropositivity tends
to increase with age (Galvez et al., 2010). All the analyzed
dogs of <1 yearincluded in the study had spent the summer
period in the area and therefore could have been infected
by a sand fly bite. With age, the risk of exposure to sand
fly bites increases (Abranches et al., 1991) due to more
transmission periods spent in endemic areas. The chronic
evolution of CanL also favours the possibility of sand flies
becoming infected in endemic areas.

Similarly to other studies (Martinez-Cruz et al., 1990;
Acedo Sanchezetal., 1996; Alonso et al., 2010; Galvez et al.,
2010; Morales-Yuste et al., 2011), no significant differences
were found regarding altitude (Table 4). Nevertheless, the
multivariate analysis showed an increasing or decreasing
risk for CanL depending on whether the dog location was
southern or northern, respectively (Table 5). The odds of
leishmaniasis infection increased 6.20 times in dogs living
in southern Pallars Sobira. Differences in prevalence could
be related to the qualitative and quantitative composition
of the vectors. The two vector species of L. infantum in Spain,
Phlebotomus ariasi and P. perniciosus, are present in the
area, but their relative abundance differs between the north
and south (authors’ unpublished data). P. ariasi prefers
humid and sub-humid environments whilst P. perniciosus
is favoured by periarid or subhumid conditions (Gallega
etal., 1990). Also, differences in temperature between both
areas could play a role in the activity period and pheno-
logical behaviour of the vectors, which may affect their
vectorial ability. It has been observed that the risk period
in a transmission season varies according to the age struc-
ture of the gonotrophically concordant sand fly population
and is independent of the maximal population density. In
addition, the impact of temperature on the life cycle of
leishmania in the vector has been demonstrated experi-
mentally (Rioux et al., 1985).

No differences were found related to the sleeping habits
of the dogs (outdoors/indoors), in contrast with results
reported by other authors (Zaffaroni et al., 1999; Galvez
etal., 2010; Morales-Yuste et al., 2011). Location of dogs in
a rural environment increases Canl risk, as shown by the
multivariate analysis. This factor has also been mentioned
as influential by other authors (Acedo Sanchez et al., 1996;
Biglino et al., 2010).

The proportion of asymptomatic dogs was statistically
similar to that of symptomatic animals, as in numerous
other studies (Acedo Sanchez et al., 1996; Fisa et al., 1999;
Solano-Gallego et al., 2001; Galvez et al., 2010; Cabezdn
etal., 2010). Asmentioned earlier, one or more clinical signs
compatible with CanL were observed in symptomatic dogs.
Some of these signs (alopecia, adenopathies and squamo-
sis) were also mentioned in the veterinarian questionnaire
as those most frequently observed.

Two variables related with the owners were found to
be risk factors for dog infection (Table 5): owner opinion
about the risk of their dogs contracting CanL during their
lifetime (OR: 1.26) and owner unawareness of prophylac-
tic measures against CanL that protect dogs from sand fly
bites (OR: 11.6) (Table 5). In the first variable, ownership
of an ill dog could heighten the perceived risk of infec-
tion for the animals in the area. In the second variable,
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owner unawareness of preventive measures implies a high
possibility of their dogs experiencing sand fly bites and
consequently being infected. In rural areas most dog own-
ers did not routinely visit a veterinarian, especially if their
animals were not ill, and so were not exposed to recom-
mendations for using the preventive measures mentioned
by veterinarians in the questionnaire. Nevertheless, we
found that 42.1% of the analyzed dogs used a preventive
method, a collar, which is effective against sand fly bites
(Molina et al., 2001).

The utility of sampling kennel dogs in studies on CanL
has been discussed (Cabezon et al., 2010; Baldelli et al.,
2011; Mird et al., 2012), referring mainly to kennels that
collect free-roaming and abandoned dogs with no data on
theirorigin. In our case, the kennels had private owners and
the majority of the dogs were local and had identification
cards. Thus, our study of kennel dogs of local origin proved
useful for detecting an autochthonous focus of leishman-
iasis through the analysis of a small number of animals
(145 dogs). Nevertheless, it should be taken into account
that this is a biased canine population and so the results
obtained do not reflect the real prevalence of CanlL in the
area. Consequently, serological studies of a more repre-
sentative population of dogs are necessary to obtain more
accurate data.

4.3. Presence of a stable focus of canine leishmaniasis in
Lleida province {Spain)

The idea that CanL has increased in Spain in the last
decades is widespread among veterinarians as well as dog
owners. Nevertheless, whether this perceived rise in CanL
is real or is due to a greater awareness and improved
diagnosis remains an open debate. The spread of CanL in
some parts of Europe has been demonstrated in recent
years (Maroli et al., 2008; Dereure et al., 2009; Miré et al.,
2012). Data on CanlL in Lleida province are very scarce and
recent (Ballart et al., 2012a), and only 37 cases of HL were
declared between 1986 and 2010 (updated from Ballart
et al., 2012a), which could have been locally acquired or
imported from other endemic areas. In Mediterranean L.
infantum foci, dogs are considered the main reservoir for
HL. An Iranian study showed that dog ownership is a major
risk factor for L. infantum infection in humans (Gavgani
et al,, 2002).

Although no comparative data are available, environ-
mental changes leading to an increase and new distribution
of sand fly vectors have been proposed as responsible for
the spread and/or increase of the disease (Desjeux, 2001;
Ferroglio et al., 2005; Ready, 2008; Morosetti et al., 2009;
Colwelletal., 2011; Ballartetal., 2012b). Furthermore, only
one fragmentary study on sandflies in Lleida province has
been reported (Gallego et al., 1990), so it is not possible to
estimate if the distribution and density of the vector has
changed in recent years.

The high percentage of seropositive asymptomatic dogs
detected in the current study prompts us to hypothe-
size that the existence of CanL in Pallars Sobira county is
not very recent, which is supported by a seroprevalence
threshold usually associated with steadily established CanL
foci (2.5%) (Rioux et al,, 1971). Also, a high percentage of
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asymptomatic cases among seropositive dogs is frequently
found in endemic areas (Fisa et al., 1999; Gilvez et al.,
2010), which would also support the idea that CanL is not
new in the studied area. Thus, although there is no conclu-
sive data about whether the disease is increasing or is now
being diagnosed more efficiently, the present study shows
the existence of a CanL focus in the Lleida province, partic-
ularly in the Pyrenean area. The observed seroprevalence
of CanL complies with the criteria established by Maroli
et al. (2008) to define an undisputable leishmaniasis focus:
(i) the confirmation of one or more Canl cases, mostly by
serological methods and in one case isolation of the parasite
(Ballart et al., 2012a); (ii) seropositive dogs found amongst
the asymptomatic residents, and (iii) two vector species
present in the area of study (Gallego et al., 1990). In addi-
tion, L. infantum DNA has been found in sand flies of the
region (Alcover et al., 2012). The partial data provided by
our study using standardized methods (EDEN), could be
the basis of future research to determine the extension and
dynamics of the focus.

5. Conclusion

The response to the opinion poll carried out among
veterinary practitioners in the province of Lleida (Spain)
suggested the presence of an autochthonous focus of canine
leishmaniasis in this region, which was confirmed by a
cross-sectional serological study in Pallars Sobira. Further
serological studies on a more representative dog popula-
tion are required to know the true extent and prevalence
of the infection.
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RESUMEN

En Espaiia, la leishmaniosis estd causada por Leishmania infantum. El perro doméstico es el principal
reservorio y dos especies de flebotomos, Phlebotomus ariasi y Phlebotomus perniciosus, actian como
vectores. El objetivo del presente estudio era determinar el rol de diversos factores ambientales y climaticos

que afectan a la distribucion y densidad de los vectores de L. infantum.

Durante el mes de Julio de 2006 se llevo a cabo un estudio entomologico en la provincia de Lleida mediante
trampas adhesivas colocadas en los lugares de reposo de los adultos, a altitudes situadas entre los 86 y los
1755m s.n.m. (339 estaciones fueron muestreadas). Los resultados fueron analizados a través de analisis

bivariante y multivariante.

Se capturd un total de 12.777 flebotomos y se identificaron hasta cinco especies con las siguientes
densidades en orden decreciente: 32,5 especimenes/m’ Sergentomyia minuta, 4,5 especimenes/m’
Phlebotomus perniciosus, 1 espécimen/m” P. ariasi, 0,8 especimenes/m” P. papatasi y 0,2 especimenes/m’
P. sergenti. El analisis bivariante revelaba que factores como la altitud, la zona bioclimatica, la temperatura,
la precipitacion, el lugar de captura (ubicacion respecto a la poblacion, situacion, categoria del lugar),
presencia de vegetacion en el muro, el hecho de tratarse de un parque natural, el ambiente general, la
vegetacion natural adyacente y la cobertura del suelo, estaban correlacionados de forma significativa con las
densidades de los vectores, en algunas ocasiones en sentido opuesto en funcion de la especie. El modelo
multivariante para P. perniciosus revelaba que su densidad se veia afectada por la situacion del lugar de
captura y la cobertura del suelo. Especificamente, las carreteras asfaltadas se correlacionaban de forma
negativa con la densidad del vector (IRR: 0,41) y los terrenos de cultivo se correlacionaban de forma positiva
(IRR: 4,59). En el caso de P. ariasi, se observaba una correlacion positiva con respecto a la altitud y la zona
bioclimatica, con un incremento de la densidad por encima de los 800 m s.n.m. (IRR: 3,40) y un descenso en

el bioclima mesomeditarraneo (IRR: 0,08).
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Abstract

Background

In Spain, leishmaniasis is caused by Leishmania infantum. The domestic dog is the main
reservoir host and two sand flies species, Phlebotomus ariasi and P. perniciosus, are the
proven vectors. The aim of the present study was to determine the role of specific
environmental and climatic factors that affect the distribution and density of each of the

Leishmania infantum vectors.
Methods

An entomological study was carried out in July 2006 in the province of Lleida with sticky
traps set in their diurnal resting places at altitudes ranging from 86 to 1755 meters a.s.l. (339

sites were sampled). The results were analysed using bivariate and multivariate analysis.
Results

A total of 12,777 sand flies were captured and five species were identified with the following
densities (specimens/m?): 32.5 of Sergentomyia minuta, 4.5 of Phlebotomus perniciosus, 1 of
P. ariasi, 0.8 of P. papatasi and 0.2 of P. sergenti. The bivariate analysis revealed that factors
such as altitude, bioclimatic zone, temperature, precipitation, sampling site (site relative to
settlement, site situation, site category), vegetation in the wall, the fact of being in a natural
park, general environment, adjacent natural vegetation and land cover were significantly
associated with sand fly densities, sometimes in opposite ways, according to the vector
species. The multivariate model for P. perniciosus revealed that its density was affected by
the site situation and land cover of the sampling site. Specifically, paved drive correlated
negatively with vector density (IRR: 0.41) and arable land cover correlated positively (IRR:

4.59). In the case of P. ariasi, a significant correlation was observed with the altitude and
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bioclimatic zone, with density increasing over 800 m a.s.l. (IRR: 3.40) and decreasing in the

meso-Mediterranean bioclimatic zone (IRR: 0.08).

Conclusion

Both species were found mainly in agricultural and forestry areas far from a domestic
environment. However, the two species correlated differently with altitude, bioclimate,
vegetation, temperature and precipitation, which emphasises the importance of their

individual analysis in studies on the risk of leishmaniasis transmission.

Keywords: Phlebotomus ariasi, Phlebotomus perniciosus, density, environmental factors,

climatic factors, leishmaniasis, Lleida, Spain.
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Background

Leishmaniasis, one of the world’s most neglected diseases [75], is a parasitic disease that
affects man and other mammals. It is transmitted by the bite of female phlebotomine sand
flies, highly specialized haematophagous dipterans [5,25,38,48,49]. In the Mediterranean
European foci, leishmaniasis is caused by Leishmania infantum (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), and the domestic dog is the main reservoir host. Proven vectors are
Phlebotomus sand flies belonging to the subgenus Larroussius: Phlebotomus ariasi, P.
perniciosus, P. neglectus, P. perfiliewi, and P. tobbi [10,38,43,49,54,55,60,67,75]. Until the
1980s, it was suspected that only one species was responsible for leishmania transmission in a
specific leishmaniasis focus, but in Spain and Portugal it has been demonstrated that P.

perniciosus and P. ariasi share the vectorial role in sympatric conditions [33,40,54].

Various anthropic factors, including demographic pressure, urbanization and exploitation of
land for agriculture, have been thought to affect leishmaniasis distribution [17,21,25,50]. The
opportunistic character of L. infantum and co-infection with HIV have influenced the re-
emergence of the disease [5]. Also, changes in precipitation and temperature regimes related
to climate change are thought to impact on the distribution of transmissible diseases such as
leishmaniasis [19,42,60,75]. Long-term climate change could lead to suitable conditions for
the occurrence of sand fly species in areas previously free of them [7,36,60] and for the

expansion of leishmaniasis and its sand fly vectors [39,43,51,59,69,72,73,75].

The presence of vectors in areas currently free of leishmaniasis is considered to pose a
significant risk for the emergence of the disease in temperate Europe [60]. Nevertheless, few
studies have been published on the factors influencing the development of the L. infantum life
cycle in proven vectors such as P. ariasi [63]. On the contrary, environmental and climatic

factors affecting the presence and density of vectors have been reported recently [12,28,52].
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In recent years, an increase in canine leishmaniasis has been observed in central and southern
Spain [29] as well as the presence of the disease in northern areas [2,3,47], including the
Pyrenean region of Lleida province [8]. However, only one partial entomological survey has
been carried out in Lleida province [26] and no data on the factors influencing the
distribution of leishmaniasis vectors in this region are available. The aim of the present
entomological study, carried out within the framework of the European EDEN project
(Emerging Diseases in a European changing eNvironment), was to determine the roles of
specific environmental and climatic factors in the density and distribution of sand fly species,

particularly the vectors of leishmaniasis, and consequently, the possible spread of the disease.

Methods

Study area

The province of Lleida is situated in the NE of Spain (Catalonia) bordering to the north with
the Pyrenean areas of Andorra and France. It covers an extension of 12,173km?” and is
delimited by 4 fixed corners (42°51.7°N, 0°42.5’E; 41°16.5°N, 0°25.5’E; 42°18.4°’N, 1°50.6’E;
41°40.3°N, 0°19.3’E). With a population of 470,496 inhabitants in 2006 (IDESCAT Institut
d’Estadistica de Catalunya; http://www.idescat.cat), Lleida is divided in 13 administrative
divisions (counties): Alt Urgell, Alta Ribagorca, Garrigues, La Cerdanya, Noguera, Pallars
Jussa, Pallars Sobira, Pla d’Urgell, Segarra, Segria, Solsones, Urgell, Vall d’Aran (Figure 1),
and covers a great variety of habitats. The altitude ranges widely from just over sea level to
3,143 m a.s.l. at the Pica d’Estats mountain, which results in notable differences in variables
like temperature, rainfall, vegetation, etc. and thus constitutes an ideal study area. The climate
varies from Mediterranean high-mountain in the north to continental in the central

depression. The province of Lleida is defined by six bioclimatic zones: meso-Mediterranean
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and supra-Mediterranean in the Ebro basin (Mediterranean region), and the Montane,
Subalpine, Alpine and Coline are present in the Pyrenees (Medioeuropean region) [70]. The

largest zone of the province is meso-Mediterranean (Figure 1).

Cross-sectional survey, sand fly collection and identification

A cross-sectional study was carried out in July 2006 in Lleida province. Sand flies were
captured using sticky traps (20 cm x 20 cm sheets of paper covered in castor oil) set in their
diurnal resting places [37,65] and recovered after four days. Due to the extent and physical
characteristics of the region, traps were positioned along transects following the main roads
in order to cover as much territory as possible [65]. A total of 4,100 sticky traps were
recovered, that represents a surface of adhesion of 328 m? distributed among 339 stations
(Table 1). Sand flies were removed with a brush and fixed in 95° alcohol for 2 days in order
to dissolve the oil and were then definitively conserved in 70° alcohol until identification.
Sand flies were identified on the basis of morphological characters following the keys of
Gallego Berenguer et al. (1992). Males of all species and Sergentomyia minuta females were
identified with a stereo microscope and Phlebotomus females were mounted in Hoyer’s

medium and identified with an optical microscope.

Data collection and environmental and meteorological variables

The characteristics of the stations, including location, habitat, environment and fauna, were
recorded in a PDA (Palm Tungsten T5) using Pendragon Form v.5.0 software (PSC,

Libertyville, IL, USA) and a GPS (Tom Tom Wireless GPS MK 1II) (Figure 2).
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Maps were designed using ArcGIS 9.2 software (ESRI, Redlands, CA, USA). Temperature
and rainfall data were provided by the Servei Meteorologic de Catalunya (MeteoCat). Data
from the closest meteorological station were assigned for each sampling site using the spatial
join-and-relate tool of ArcGis v.9.2 software and included temperature and precipitation mean
values for different periods: Sampling Day 1 (traps set) to Day 4 (traps recovered), the month
before Sampling Day 1 and the year before Sampling Day 1. The mean minimum winter
temperature was also included as a variable. Precipitation for the sampling period Day 1-Day
4 was introduced in the analysis as a dichotomous variable (presence/absence). Altitude data
for each geocoded collection site were extracted from a 90m resolution CGIAR Digital
Elevation Model [35] using ArcGIS 9.2 software. In the same way, a 2.5m resolution
CORINE shape from the CNIG (Centro Nacional de Informacion Geografica) was used to

extract the land cover as well as the bioclimatic zones associated with each sampling site [70].

Statistical analysis

As in other similar studies, the abundance of vector sand fly species was estimated as
densities (number of sand flies per square metre of trap) [28,52]. The factors and categories

considered are shown in Table 3.

The effect of different variables on the density of P. perniciosus and P.ariasi was assessed by
generalised linear models based on negative binomial distribution. All computations were
performed using R free software [58] and the function glm.nb, which is available in the
MASS package. The exponential transformation of estimates provided by these models can be
understood as an incidence risk ratio (IRR), as was interpreted in a previous study [28]. Thus,
the IRR approach derived from our models describes how likely it is to find the vector in a

given factor level compared to the reference level. For continuous variables, the IRR is
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interpreted in the same way, but the risk changes per unit of that variable. That is, if an IRR
equal to 1.2 is found for altitude (in meters), it means that the chances of finding the vector
increases by 20% per meter. In contrast, if a factor has two levels, an IRR equal to 1.2 means
that the chances of finding the vector increases by 20% in level two compared to level one.
Bivariate models were computed for a set of key variables, both numerical and categorical.
The statistical significance of exponential coefficients was evaluated using two tests. Firstly,
the probability that each coefficient was different from zero was computed through a z-
statistic. Secondly, a likelihood-ratio test (through a X2 statistic) was performed to assess if the
coefficients from a given model were different from those from the null model or,
equivalently, to assess whether at least one of the estimated exponential coefficients was

different from zero.

Those variables resulting in a p-value<0.2 were selected to fit a multivariate model for each
vector [8,28]. In the case of closely correlated variables (temperature and precipitation) that
could create interaction or confusion in the multivariate analysis, we retained those from the
period sampled (mean daily temperature and daily precipitation). The variables resulting in a

p-value < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Descriptive analysis

A total of 12777 sand fly specimens were captured in the province of Lleida. Five species
were identified in the entomological survey: P. ariasi, P. perniciosus, P. papatasi, P. sergenti
and S. minuta. Information on the number of specimens captured, sex ratio, relative

abundance, frequency and density are provided in Table 2.
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In the present study P. ariasi and P. perniciosus, proven vectors of human and canine
leishmaniasis in the Iberian Peninsula, were captured in 10 and 11, respectively, of the 13
administrative divisions. P. ariasi was not captured in Garrigues, Pla d’Urgell and Segria,
and P. perniciosus was not found in Pla d’Urgell and Vall d’Aran. P. ariasi was present at

altitudes from 273 to 1620m a.s.l., and P. perniciosus from 94 to 1630 m a.s.l. (Figure 3).

In the present study, P. perniciosus was detected in 138 sampling sites (41%) with a density
of 4.5 specimens/m?, while P. ariasi was present in 77 (23%), showing a low density of 1

specimen/m”.

Bivariate analysis

The results obtained in the bivariate analysis of factors associated with P. perniciosus and P.
ariasi densities are shown in Table 3. Statistically significant results (p <0.05) were found for

both species, which were affected differently by the factors.

The density of P. perniciosus was positively correlated with: bioclimatic zones (supra-
Mediterranean IRR: 2.90 and meso-Mediterranean IRR: 3.93), temperature (mean daily
temperature IRR: 1.18, mean monthly temperature IRR: 1.18, mean annual temperature IRR:
1.24 and mean minimal winter temperature IRR: 1.33), site relative to settlement (between
villages IRR: 4.69 and at edge IRR: 3.59), situation of sites (unpaved tracks IRR: 2.48 and
other places such as gardens, farm property, and other IRR: 2.36), site category (farm
buildings IRR: 6.06), general environment (rural agriculture and forestry IRR: 4.37), adjacent
natural vegetation (Aleppo pines IRR: 5.20 and garrigue shrubs IRR: 4.57), and corine land
cover (arable IRR: 5.47). A negative correlation was found for: altitude (continuous variable
IRR 0.99 and >800m IRR: 0.21), precipitation (mean monthly precipitation IRR: 0.69 and

mean annual precipitation IRR: 0.89), and the fact of being a natural park (IRR: 0.10).
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The density of Phlebotomus ariasi was positively correlated with: altitude (continuous IRR: 1
and >800m IRR: 4.98), precipitation (mean monthly precipitation IRR: 1.88 and mean annual
precipitation IRR: 1.16), site relative to settlement (between villages IRR: 3.58), vegetation in
the wall (with vegetation IRR: 2.90), the fact of being a natural park (IRR: 3.24), general
environment (rural agriculture and forestry IRR: 5.44), adjacent natural vegetation (mountain
pines IRR: 7.43 and oaks IRR: 3.42), and corine land cover (arable IRR: 3.57, pasture IRR:
22.06, garrigue shrubs IRR: 5.52 and forestry IRR: 13.10). The density was negatively
correlated with: bioclimatic zones (supra-Mediterranean IRR: 0.43 and meso-Mediterranean
IRR: 0.02), and temperature (mean daily temperature IRR: 0.89, mean monthly temperature
IRR: 0.89, mean annual temperature IRR: 0.87, and mean minimal winter temperature IRR:

0.72).

Multivariate analysis

The final model for P. perniciosus revealed that the site situation and corine land cover
affected vector density: specifically, paved drive correlated negatively (IRR: 0.41) and arable
land cover correlated positively (IRR: 4.59) (Table 4). In the case of P. ariasi, the altitude and
bioclimatic zone displayed a significant correlation, with vector density increasing over 800 m

(IRR: 3.40) and decreasing in the meso-Mediterranean bioclimatic zone (IRR: 0.08) (Table 4).

Discussion

Studies carried out on the richness of sand fly species in Spain have identified 10 of the
Phlebotomus genus (P. papatasi, P. ariasi, P. perniciosus, P. langeroni, P. mascittii, P.

alexandri, P. sergenti, P. chabaudi, P. riouxi, P. fortunatarum) and 2 of Sergentomyia (S.
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fallax and S. minuta). One species is endemic to the Canary Islands (P. fortunatarum), where
S. fallax has also been found, three are present only in the south of the Iberian Peninsula (P.
alexandri, P. chabaudi, P. riouxi) and one is exclusive to the northeast (P. mascittii)
[12,20,27,30,41,53]. As in other countries, this focalized geographical distribution of sand
flies in Spain has been related with climatic and environmental characteristics, but only a few
studies have investigated in-depth the influence of such variables on the local distribution of

sand flies [12,28].

An entomological survey of sand flies was conducted in Lleida province in 1987 but in a very
limited area [26]. No subsequent studies have been carried out despite human leishmaniasis
cases appearing in the official epidemiological bulletins (BEC,
http://gencat.cat/salut/depsalut) [9]. This motivated us to extend the entomological studies to

the whole province.

In the present study, despite the increased number of sampling sites, we did not come across
any new species not previously found in1987. The 5 species of sand fly detected, also present
elsewhere in the Iberian Penisula, were S. minuta, P. perniciosus, P. ariasi, P. sergenti and P.
papatasi. As in other areas of Spain, the species captured in the greatest number was S.
minuta, followed by P. perniciosus, one of the vectors of L. infantum [28,46,49]. These two
ubiquitous species are found in a wide range of zones, from semi-arid to sub-humid
[4,26,45,62] and from sea level up to 1500 m a.s.l. [10], which would explain the high
detection in our study. Nevertheless, as has been well documented, it should be taken into
account that results can be influenced by the method of capture, especially in the case of P.
ariasi, the other L. infantum vector in the Iberian Peninsula, since it shows a higher
abundance when CDC light traps are used, due to its phototropism [27,55]. Of the other two

Phlebotomus species, P. papatasi has an affinity for per-arid and arid climates, being present
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throughout the mesogen area of the Palaearctic region, while P. sergenti prefers semi-arid

and arid zones of the Mediterranean regions [4,13,26].

In general, the use of sticky traps influences not only the relative abundance of different
species captured, but also the sex ratio, providing more Phlebotomus males than females
[13,46], or the opposite in the case of S. minuta, probably due to its feeding (herpetophilic)

and breeding habits [13,27,28,30,41,46].

The results obtained show that the two vector species of L. infantum are present in Lleida
province. Neither species was found in Pla d’Urgell county, where it was only possible to
sample one station. P. ariasi was not present in the southern counties (Garrigues and Segria),
probably because this species mainly inhabits humid or sub-humid zones with cold winters
[4,19,26,45,62,69], and P. perniciosus was not found in Vall d’Aran, which is the coldest and

wettest county of Lleida province.

The presence of other leishmanial vectors, P. sergenti for L. tropica and P. papatasi for L.
major, should also be noted considering the risk of the introduction of cutaneous
leishmaniasis, due to the presence of an immigrant population coming from endemic areas,

while it is also required the presence of suitable reservoirs [11].

Several studies have recently reported the influence of environmental and climatic conditions
on the distribution of leishmaniasis vectors [7,12,28,43,52,56,57,69]. However, the present
study is the first to show the effect of these variables separately on P. ariasi and P.
perniciosus living in sympatric conditions in a given region. As could be observed in the
bivariate analysis, the only factors to influence the density and distribution of both vectors
were site relative to settlement, general environment and corine land cover, while the other

variables affected the two species differently.
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P. perniciosus showed a wide altitudinal range (94 to 1630 m a.s.l.) and though present in all
the bioclimatic zones was found mainly below 800 m a.s.l., showing a preference for meso-
Mediterranean and supra-Mediterranean bioclimates (70% of the positive stations were in the
Mediterranean region), as reflected in the bivariate analysis (Table 3). In contrast, P. ariasi
(273 to 1620 m a.s.l.), which was present at altitudinal ranges similar to P. perniciosus, was
found above 800 m a.s.l. and in coline, subalpine and montane bioclimates (73% of the
positive stations were in the Medioeuropean region). In the multivariate analysis, only altitude
and bioclimatic zones were significantly correlated with P. ariasi, whose density increased
3.4-fold over 800 m a.s.l. (p value=0.026) and decreased 0.08-fold at the meso-Mediterranean
level (p value=0.001). Since other researchers have studied both species together and in
bioclimatic zones that do not exactly match those of our study, no data are available to
compare with our results [12,28]. It is generally accepted that altitude and bioclimate have an
influence on sand fly distribution [10,12,23,28,31,32,52,69], and that the two Spanish
leishmaniasis vectors are found along a climatic gradient ranging from humid to semi-arid
[19]. Yet in our study area we were able to demonstrate that the vector correlation with
altitude and bioclimate differed according to whether species preference was for humid or

semi-arid zones.

The variables of altitude and bioclimate are closely correlated with changes in vegetation and
meteorological conditions [22,32,52]. The influence of temperature has been considered not
only on the biology and ecology of sand flies (rate of egg production, development of the
juvenile stages, number of annual generations, feeding activity, period of activity and
survival of adults) but also on the development of the parasite inside the vector
[22,38,44,59,66,74]. Rainfall has been associated with the activity period of sand flies,
particularly in some South American foci [56,57]. In the present study, both species were

found in a similar range of climatic conditions. Thus, for example, P. perniciosus was
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captured at mean daily temperatures (sampling Day1 to Day 4) in a range of 12.5°C-28.3°C
and P. ariasi at 11.4-28°C. In spite of this, the two vectors differed in their correlation with
meteorological variables (temperature and rainfall). In the bivariate analysis, P. perniciosus
increased significantly with the different temperature measures considered (see Table 3) and
correlated negatively with monthly and annual rainfall measures, while the opposite occurred
with P. ariasi. It is reported that the lowest temperature for P. ariasi activity is about 15°C [6]
and its optimal nocturnal temperature is 19-21°C [66] but no published data exists for P.
perniciosus. In our study, we found both species at lower temperatures (mean daily
temperatures 12.5 and 11.4, respectively). None of these variables were found to be

statistically significant in the multivariate analysis, regardless of species.

It is assumed that in temperate regions higher temperatures may shorten larval development
and extend the breeding season of existing sand flies or allow new species to become
established where low temperatures have hitherto prevented their over-wintering [43], while
declining autumn temperatures, together with the shortening day, induce diapauses of fourth
instar larvae [61]. Nevertheless, conflicting results have been obtained by different authors on
the influence of temperature on the presence, abundance or density of sand flies, depending
on the species analyzed or the bioclimatic area considered [15,28,44]. These results indicate

that temperature is not the only explanation for sand fly distribution and density [17,24,25].

In the bivariate analysis, significantly higher densities of both vector species were found in
the areas between villages, and in the case of P. perniciosus, also at the village edge, which
corresponds with other studies carried out in Spain [12,28]. The increased presence of vectors
between villages could be favoured by the higher availability of oviposition and resting sites
as well as the presence of a greater variety of animals constituting potential blood meals,

considering the opportunistic feeding behaviour of both species [18,34,71].
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As shown in the bivariate and multivariate analysis, P. perniciosus was found mainly on
unpaved tracks and in places such as farm properties or gardens, rather than on paved roads
and drives, which implies a preference for quiet places with food facilities, as observed by
Galvez et al. (2010a). This result corresponds with the maximum detection of P. perniciosus
in farm buildings in a rural environment far away from villages. No significant differences
were found in the case of P. ariasi, although this species was also found preferentially far
away from villages. This result could be related with the positive correlation of this species
with natural parks, unlike P. perniciosus, probably due to a preference for more natural

environments and exophilic requirements.

The two species also showed different positive correlation with flora: P. ariasi with mountain
pine and oak, and P. perniciosus with Aleppo pine and garrigue shrubs. This is related to
their altitudinal and bioclimatic distribution, which has been described for the south of France

[66].

Other variables such as wall and hole construction and hole interior conditions did not seem
to affect the density of these vector species, in agreement with other authors [28].
Nevertheless, Baron et al. (2011) proposed PVC piping holes as a feasible control measure
against leishmaniasis due to the decreased finding of P. perniciosus in this kind of hole

construction.

Unlike other works [16,28], in our study aspect and shelter conditions of the sampling site
were not correlated with vector density. Also the presence of animals (dogs, cats, birds and
farm animals such as horses, cattle, sheep, pigs and goats) was not associated with vector
density, in contrast with the results obtained in other studies in Spain or Morocco, which
found the greatest densities of these sand flies in places where livestock or birds are present

[12,28,31]. As in other studies carried out in Spain, the presence of dogs did not favour the
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presence of either vector species [12,28], which is surprising considering the epidemiology of
the disease caused by L. infantum, with the dog acting as a reservoir in a domestic zoonotic
cycle. The opportunistic trophic behaviour of the vectors may have influenced these results

[18,34,71].

The incrimination of a potential leishmaniasis vector in a given area has usually involved the
species present in the highest density [45,46]. Studies in Spain have concluded that the
potential vector of L. infantum in this country is P. perniciosus. Densities of 4-6
specimens/m? are considered to imply an increased risk of leishmaniasis emergence in France
and Spain [44,64]. In the present study, P. perniciosus showed a higher density than P. ariasi
.and reached the minimal density considered a risk for transmission. Nevertheless, results on
species sand fly composition may vary depending on the sampling techniques used [27] and
also studies on the presence of kinetoplastida in sand flies have demonstrated the vectorial
capacity of P. ariasi populations with low densities [33,40,49,67]. We found the two vector
species together in 46 sampling sites (14%) where they could be acting in sympatric
conditions in the transmission of the disease, as observed in other regions of Portugal and

Spain [40,54,67].

Leishmaniasis is a climate-sensitive disease affected by changes in rainfall, atmospheric
temperature and humidity, which can strongly impact on the ecology of vectors and reservoir
hosts by altering their distribution and influencing their activity, survival and population sizes
[7,19,22,24,38,60,74,75]. In the Mediterranean region, most leishmaniasis foci are between
5°C and 10°C in January isotherms and between 20 and 30°C in July [6]. Relatively small
changes in temperature can have a considerable effect on vectorial capacity, due to alterations
in the frequency of bloodmeals [60] and the development cycle of Leishmania promastigotes
in sand flies [63]. Precipitation determines sand fly survival and promotes adult emergence
and appropriate oviposition sites [24]. In this study, P. ariasi and P. perniciosus differed in

97



Resultados Capitulo 4

their correlation with temperature, precipitation, altitudinal and bioclimatic zones and
vegetation. While P. perniciosus is considered the principal potential vector of leishmaniasis
in the southern area of Lleida, P. ariasi could play this role in the northern and Pyrenean
region, as occurs in France [68]. In fact, we have found L. infantum DNA in P. ariasi
specimens [1] and demonstrated the existence of an autochthonous focus of canine

leishmaniasis in this area [8,9].

Global change could alter the dynamics of leishmaniasis transmission, favouring or not its
spread, emergence or re-emergence. It would thus be of interest in the future to analyse how
the present results on vector distribution and density could be affected by climate change,
considering that Spain is undergoing an increasing trend of 3.7°C/100 years (series of 1980-
2006) [14]. A related issue that needs addressing is the hypothesis of an extension of P.
perniciosus towards northern areas acquiring more tolerable summer temperatures, while it
undergoes a decline in southern regions [36], or of an increase in the activity period and
vectorial competence of P. ariasi in northern areas. Such observations have been made in the

centre and south of Spain [28,44].

Conclusions

The bivariate analysis provided information about the risk factors affecting the density of P.
ariasi and P. perniciosus. Both species were found mainly in agricultural and forestry areas
far from a domestic environment. However, the two species correlated differently with
altitude, bioclimate, vegetation, temperature and precipitation, which emphasises the
importance of their individual analysis in studies on the risk of leishmaniasis transmission. A
constant monitoring of sand fly vectors in new leishmaniasis foci is crucial for evaluating the

geographical expansion of the disease. Studies on the parasitism of these species are required
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to gain more insight into their involvement in the transmission of L. infantum in Lleida

province.
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Figure 1 Study area of Lleida province: counties and bioclimatic zones.
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Figure 2 Variables of location, collection method, habitat, environment and fauna of the

sampling sites.
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LOCATION
Site Closest settlement
Altitude Road

Altitude method

Distance to settlement

Comments on location

COLLECTION

Collection method

Traps recovered

Traps set

Date/Time recovered

Date/Time set

Traps on ground

Comments on collection

Wetness of paper

Holes in paper

Snails

5till sticky

HABITAT

Site relative to settlement

Wall construction

Situation of site

Hole construction

Site category

Hole interior

Aspect Wetness of hole
Slope Vegetation on wall
Sheltered Well present

Water course

Refuse hin present

Water flowing Comments on hahitat
ENVIRONMENT
Natural park? Adjacent land cover (predominant)

General Environment

Adjacent land cover (second predominant)

Nearby natural vegetation (100m-1km)

Adjacent Arable (predominant)

Nearhy natural vegetation {0-100m)

Adjacent Arable {(second predominant)

Adjacent natural vegetation {(100m-1km)

Adjacent Garden (predominant)

Adjacent natural vegetation (0-100m)

Adjacent Garden (second predominant)

FAUNA

Dogs Cattle Goats Ducks
Cats Sheep Rabbits Pigeons/Doves
Equines Pigs Chickens Other large hirds
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Figure 3 Density of P. ariasi and P. perniciosus at different altitudinal ranges in the counties

of Lleida province.
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Table 1: Number of surveyed points, number of sticky traps recovered, surface of adhesion (square

meters), altitude ranges (meters) and geographical coordinates for the different counties of Lleida

province.
N of surveyed N of sticky traps  Surface of Altitude Geographical
County
points recovered adhesion (_mz} ranges (m) coordinates
Alt Urgell 42 535 428 400-1700  42°21.5°N, 1°27.8°’E
Alta Ribagorca 13 187 14.96 800-1600  42°24.6’N, 0°44.6’'E
Garrigues 35 442 35.36 200-800  41°31.3'N, 0°52.2’E
La Cerdanya 2 40 3.2 900-1000  42°26°N, 1°55.TE
Noguera 30 280 224 200-1000  41°47.5°N, 0°48.5'E
Pallars Jussa 33 484 38.72 300-1500  42°10.1'N, 0°53.8°E
Pallars Sobira 43 529 42.32 500-1400  42°24.7'N, 1°7.9°E
Pla d’Urgell l 14 1.12 200-300  41°37.9°N, 0°53.8°E
Segarra 36 392 31.36 300-800  41°40.2°N, I°16.4’E
Segria 24 275 22 0-500 41°37.2’N, 0°37.6’'E
Solsones 31 287 22.96 600-1400  41°59.8'N, 1°31.3’E
Urgell 28 379 30.32 200-700 41°39°N. I°8.5°E
Vall d"Aran 21 256 20.48 600-1800  42°42.2°N, 0°47.8°E
Total 339 4100 328 0-1800 -
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Table 2: Number. sex ratio. relative abundance. frequency and density of sand flies

captured in Lleida province.

Number  Sex ratio Relative Frequency  Density
Species )
(F:M) abundance (%)* (%)* (n/m-)*
P. ariasi 330 1:3 2.58 2271 1
P. perniciosis 1491 1:3 11.67 40.71 4.5
F. sergenti 52 1.2 0.41 4.72 0.2
P. papatasi 253 1:1 1.98 11.50 0.8
S. minuta 10651 1:1 83.36 47.20 325
Total 12777 1:1 - - 39

*Relative abundance: relative number of sand flies of one species related to the total
number of sand flies captured expressed in percentage (%o). Frequency: relative number
of positive stations related to the total number of stations sampled expressed in

percentage (%). Density: number of specimens captured per square metre of sticky trap.
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Table 4. Results obtained in the multivariate model. Risks expressed as Incidence Risk Ratio
(IRR), 95% Confidence Intervals (95% CI) and p-value. Variables with a p-value < 0.05 were

considered significant.

Variable Multivariate analysis

IRR (95% CI) p-value

P. perniciosus
Situation of site

Paved road Ref.

Paved drive 0.41 (0.19-0.88) 0.022

Unpaved track 1.32 (0.58-2.99) 0.492

Other 0.89 (0.42-1.92) 0.766
Corine land cover

Rural. industrial or commercial area Ref.

Arable 4.59 (1.79-11.76) 0.001

Pasture 3.58 (0.87-14.63) 0.075

Garrigue shrubs 3.78 (0.95-14.95) 0.057

Forestry 1.62 (0.39-6.69) 0.502
P. ariasi
Altitude

<800m Ref.

=800m 3.40 (1.15-10.05) 0.026
Bioclimatic zones

Other Ref.

supra-Mediterranean 132 (0.35-3.57) 0.844

meso-Mediterranean 0.08 (0.02-0.39) 0.001
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5. DISCUSION

Hasta hace poco tiempo, se consideraba que la leishmaniosis causada por Leishmania
infantum en Europa estaba presente principalmente en la cuenca Mediterranea. Sin embargo,
en los ultimos afios la enfermedad ha sufrido un incremento en su prevalencia en algunas
areas clasicamente consideradas endémicas (Galvez y col., 2010b; Martin-Sanchez y col.,
2009) y/o se ha expandido y emergido en otras zonas previamente consideradas indemnes
(Bogdan y col., 2001; Dereure y col., 2009; Maroli y col., 2008). Asi, la presencia de
leishmaniosis humana y canina autoctona ha sido reportada en el ultimo decenio en paises del
norte y del este de Europa (Bogdan y col., 2001; Naucke y col., 2008; Naucke y Schmitt,
2004).

Sin embargo, para poder hablar de emergencia y/o reemergencia de una enfermedad en un
area se precisa disponer de datos historicos que puedan ser comparados con la situacién
actual, hecho que no ocurre en algunos de los trabajos publicados acerca de la emergencia de
la leishmaniosis. Estos datos pueden estar relacionados con la presencia y densidad del vector
y la existencia de casos en los humanos y en el reservorio. Ademads, los desplazamientos de
personas y animales durante la época estival, en que puede tener lugar la transmision

vectorial, hace que en muchos casos se desconozca el origen de la enfermedad.

El estudio de la leishmaniosis en Espafia es muy fragmentario y los datos de que se disponia
permitian observar una distribucion heterogénea de la enfermedad. La existencia de casos de
leishmaniosis humana y de los vectores en la provincia de Lleida fue lo que nos indujo a

estudiar la zona en profundidad (Gallego y col., 1990; Portuis y col., 2007).

Muchos de los estudios epidemiologicos llevados a cabo sobre las leishmaniosis empiezan
con el estudio entomolodgico para ver si en un area determinada se encuentra el o los vectores,
ya que ¢éste es el factor determinante para la presencia de la enfermedad (Ready, 2008, 2010;
Rioux y col., 1970), ain cuando se han citado otras vias de transmision (Boggiatto y col.,
2011; Duprey y col., 2006; Rosypal y col., 2005; Silva y col., 2009). Este fue el primer tipo
de estudio que iniciamos en el afio 2006 en toda la provincia de Lleida, a pesar de que es el
ultimo incluido en la presente memoria, que se extendid en el afio 2007 a Andorra. La gran
cantidad de material a preparar para el estudio morfologico y la identificacion de los
especimenes de flebotomos capturados en Lleida, junto a la elaboracion de una base de datos,

con mucha informacién y que presentd dificultades para su tratamiento, motivaron la
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secuencia de los articulos que componen la presente memoria doctoral. Los resultados del
estudio entomoldgico se han publicado en 2 articulos, uno de Andorra (ver Capitulo 2) y otro

de la provincia de Lleida (ver Capitulo 4).

Durante el trabajo de campo para la captura de los flebotomos se pudo detectar la presencia
de un perro con sintomas compatibles con la leishmaniosis canina en la zona pirenaica de la
provincia de Lleida y que no habia salido de la zona (ver Capitulo 1). Dada la ausencia de
datos sobre la enfermedad en toda la provincia se plante6 el estudio del reservorio canino, a
través de encuestas epidemioldgicas a los veterinarios y del estudio seroldgico prospectivo de

los perros de la zona (ver Capitulo 3).

5.1 PRESENCIA DE LOS FLEBOTOMOS VECTORES DE LA LEISHMANIOSIS
CANINA EN LA PROVINCIA DE LLEIDA Y EN ANDORRA. FACTORES QUE
INFLUYEN EN SU DENSIDAD E IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

Tanto en la provincia de Lleida como en Andorra, los estudios entomologicos llevados a cabo
han permitido detectar la presencia de las dos especies vectoras de Leishmania infantum en
Espafa, Phlebotomus ariasi y P. perniciosus. En ambos territorios se habian llevado a cabo
estudios previos al respecto, pero no con la misma exhaustividad y/o con la misma
metodologia de muestreo (Gallego y col., 1990; Lucientes y col., 2001). Ello ha permitido
observar que ambas especies presentan una amplia distribucion geografica en la provincia de
Lleida y, ademas, detectar por primera vez la presencia de P. perniciosus en Andorra,
constatando nuestras sospechas ya que esta especie habia sido capturada con anterioridad
cerca del area limitrofe entre Espafia y Andorra (Gallego y col., 1990). Los datos obtenidos en
el presente estudio nos ofrecen una idea mas realista sobre la densidad y distribucion de P.

ariasi'y P. perniciosus en las areas prospectadas.

En Lleida, ambas especies se han capturado en la préctica totalidad de la provincia y a un
rango altitudinal muy variado (desde los 94 hasta los 1.630 m s.n.m.). En cambio, no ha
sucedido igual en Andorra, donde P. perniciosus s6lo se ha capturado en la zona fronteriza
con Espafia, por debajo de los 1.000 m s.n.m., mientras que en Lleida se ha encontrado hasta
los 1.630 m s.n.m. En Lleida, la distribucion altitudinal de P. ariasi alcanza los 1.620m
mientras que en Andorra se distribuye a niveles altitudinales superiores, donde se ha
capturado en una estacidon ubicada por encima de los 2.000 m s.n.m (2.141 m s.n.m). Este

hecho es poco frecuente en las especies de flebotomos de la region mediterranea (Izri y col.,
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20006), existiendo una Unica cita en Europa, concretamente en Calar Alto (Almeria) (Martinez

Ortega, 1985a).

En ambas areas de estudio los resultados obtenidos concuerdan con la predominante
presencia de P. ariasi en areas huimedas o sub-htimedas con inviernos frios y con la
preferencia de P. perniciosus por zonas semidridas o sub-hiimedas con inviernos templados y
veranos suaves (Aransay y col., 2004; Gallego y col., 1990; Gil Collado y col., 1989;
Martinez Ortega, 1985a,b; Rioux, 2006; Rioux y col., 1967, 1986; Rispail y col., 2002). Asi,
no es de extrafiar la escasa presencia de P. perniciosus en Andorra, por cuanto se trata de un
pais en el que predominan las montafias escarpadas por encima de los 800m s.n.m y con un
clima Mediterraneo de alta montafia, mientras que la especie que presenta mayor densidad y
esta mas ampliamente distribuida es P. ariasi. Una situacion similar se da en los focos de
leishmaniosis del sur de Francia, donde P. ariasi estd presente fundamentalmente en la zona
de los Pirineos Orientales, proxima a Andorra y, en cambio, P. perniciosus estd presente
mayoritariamente en los focos de la regiones de Marsella (Bouches-du-Rhone) y Niza (Alpes
Maritimes) de la regién de Provence-Alpes-Cote d'Azur (Izri y col., 1992; Marty y col., 2007;
Rioux y col., 1969).

Diversos articulos tratan la influencia que ejercen la altitud, el bioclima y la vegetacion, todos
ellos estrechamente relacionados, sobre la densidad de especies vectoras de las leishmaniosis
(Barén y col., 2011; Elnaiem y col., 1998; Ferreira y col., 2001; Galvez y col., 2010a;
Guernaoui y col., 2006; Ozbel y col., 2011; Rispail y col., 2002). Esta influencia ha sido
detectada también por nosotros en la provincia de Lleida al realizar el andlisis bivariante,
donde, por primera vez, se ha podido constatar que estas variables se correlacionan con la
densidad al tratar las especies vectoras que habitan en condiciones simpatricas, P. ariasi 'y P.
perniciosus, de forma aislada. Sin embargo, estas variables se asocian de forma diferente
segun la especie vectora. Asi, P. ariasi se captura preferentemente por encima de los 800 m
s.n.m., en los bioclimas de la region medio-Europea y en presencia de pino de montafia y
robles, mientras que P. perniciosus se capturd preferentemente por debajo de los 800 m s.n.m,

en los bioclimas de la region mediterranea y en presencia de pino de Alepo y de garrigas.

Este comportamiento distinto ha sido puesto también de manifiesto cuando se analizan
distintas variables climaticas relacionadas con la temperatura y la precipitacidon, Asi, la
densidad de P. ariasi correlaciona negativamente con la temperatura y positivamente con la
precipitacion, mientras que con P. perniciosus ocurre lo contrario. La influencia de la

temperatura ha sido considerada por lo que respecta no solo a la biologia y ecologia de los
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flebotomos sino también en el desarrollo del parasito en el interior del vector (Elnaiem y col.,
1998; Killick Kendrick, 1999; Maroli y col., 2008; Martin Sdnchez y col., 2009; Ready, 2008;
Ready y Croset, 1980; Rioux y col., 1969; Tarallo y col., 2010).

Los resultados obtenidos en el modelo final para la provincia de Lleida, nos han permitido
observar que las variables que afectan de forma mas significativa a la densidad de P.
perniciosus estan relacionadas con la cobertura del suelo y la situacién de las trampas segliin
fuera en zonas pavimentadas o no. En el caso de P. ariasi, la altitud y el bioclima son los
factores mas correlacionados con su densidad, lo que nos indica que sus requerimientos
climatoldgicos estan bien definidos, tal y como se ha podido observar en una area como la
provincia de Lleida, de paisajes y condiciones meteoroldgicas tan cambiantes y que cubre un

rango altitudinal muy amplio.

Los resultados obtenidos confieren informacion especifica sobre los factores que influyen en
la densidad de los vectores y estdn en concordancia con los requerimientos climaticos y
ambientales inherentes a cada especie. El hecho de que P. ariasi y P. perniciosus mostraron
correlaciones opuestas para algunas de las variables estudiadas refleja la importancia de su

analisis individual.

La densidad de P. ariasi y P. perniciosus ha sido mucho mas baja en Andorra que en Lleida,
no alcanzando los valores sugeridos por varios autores en Espafia y Francia para que tenga
lugar la transmision de la leishmaniosis, 4-6 flebotomos/m” (Martin-Sanchez y col., 2009;
Rioux y col., 1977). En cambio, en Lleida se han alcanzado estas densidades, sobre todo en el
caso de P. perniciosus. Teniendo en consideracion otros estudios llevados a cabo en Espaiia,
en que el potencial papel vectorial se ha asignado en funcién de la mayor abundancia y/o
densidad de una de las especies vectoras en una zona (Martinez Ortega y col., 1985a,b),
podriamos deducir que Lleida debe ser considerada como zona de riesgo para la transmision
de la leishmaniosis, siendo el vector potencial P. perniciosus, mientras que Andorra quedaria
excluida de las zonas de riesgo de transmision de la leishmaniosis. Sin embargo, hay 3
hechos que nos hacen rechazar este supuesto: 1) Por un lado, se ha demostrado el papel
vectorial de P. ariasi y P. perniciosus actuando de forma simpatrica en un mismo foco (Pires,
1984; Lucientes y col., 1988; Rioux y col., 1986), 2) La abundancia y densidad de los
flebotomos puede sufrir modificaciones debido al sesgo que se produce en funcidon del
método de muestreo (Gallego y col. 1992). Asi, P. ariasi se captura fundamentalmente con
trampas luminosas, debido a su fuerte fototropismo (Gallego y col. 1992; Portis y col., 2007)

y 3) La heterogénea distribucidn del vector que favorece la presencia de areas puntuales con
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mayor o menor densidad. Por ello creemos que esta especie puede estar también involucrada
en la transmision de la leishmaniosis en Lleida y, de hecho, se ha demostrado la presencia de
L. infantum en varios especimenes procedentes del Pallars Sobira (Alcover y col., 2012),
donde se detecto el primer caso de leishmaniosis canina. P. perniciosus podria actuar como el
vector principal en el area del sur de Lleida, mientras que P. ariasi podria jugar este rol en el

norte de la region Pirenaica.

La presencia del vector en un area esta considerada como un factor de riesgo en la emergencia
de la leishmaniosis en la Europa templada (Ready, 2008, 2010). En consecuencia, y teniendo
en cuenta lo anteriormente mencionado acerca de la densidad de los vectores, consideramos
que Andorra debe ser incluida también entre las zonas de riesgo de presencia de la
enfermedad. La temperatura estival en Andorra podria permitir el completo desarrollo del
ciclo vital de los parésitos dentro de los vectores y ser transmitidos a los hospedadores
vertebrados, como ha sido demostrado de forma experimental para P. ariasi, la especie con

una distribucion mas amplia en Andorra (Rioux y col., 1967).

La transmisiéon de la leishmaniosis, tanto en Lleida como en Andorra, tendria lugar
preferentemente en zonas alejadas de ambientes domésticos y localizadas en zonas rurales de
bosques y cultivos, ya que en ellas se encuentra de forma significativa una mayor densidad de

ambas especies vectoras en la provincia de Lleida.

En ambas areas quedarian por realizar diversos estudios relacionados con los requisitos que
debe cumplir una especie de flebotomo para ser considerada como vector de la leishmaniosis
existente en la zona (Killick-Kendrick, 1990; Maroli y col., 2012; WHO 2010): 1) El vector
debe alimentarse de los humanos y del reservorio en las leishmaniosis de tipo zoonético, 2) el
vector debe estar infectado con la misma especie y cepa de Leishmania que los humanos y el
reservorio, 3) el vector debe ser susceptible de que se desarrolle el ciclo del parasito en su
interior después de producirse la digestion de la sangre infectada, y 4) El vector debe ser
capaz de transmitir el pardsito por picadura a un hospedador susceptible cuando pica para
alimentarse. De forma mas rdpida se podrian realizar estudios acerca de la ingesta sanguinea
de los flebotomos y del parasitismo e identificacion de las cepas aisladas a partir del vector.
Tan sélo en unos pocos ejemplares hemos podido verificar el papel vectorial de P. ariasi en

el Pallars Sobira (Alcover y col., 2012)

La epidemiologia de la leishmaniosis depende de las caracteristicas del parasito, de las
caracteristicas ecoldgicas del lugar de transmision, de la actual y pasada exposiciéon de la

poblacion humana al pardsito y del variado comportamiento humano. Cambios en el
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ambiente, como la deforestacion, la domesticacion del ciclo de transmision, la incursion de
granjas y poblaciones en areas de bosque, el tratamiento de los cultivos con insecticidas, etc.,
tienen una gran influencia en la epidemiologia de la enfermedad (Desjeux, 2001; Gallego,
2004; Maroli y col., 2012; Morillas Marquez, 2010). Se ha sugerido que la distribucién y las
fronteras de la enfermedad van a verse afectados por el cambio global, favoreciendo o no su
expansion, emergencia y/o re-emergencia (Kovats y col., 2001; Maroli y col., 2012; Rispail y
col., 2002; Semenza y Menne, 2009; Sutherst, 2004; WHO, 2010). Un monitoreo constante
de los flebotomos vectores en los nuevos focos de leishmaniosis es crucial para evaluar la
expansion geografica de la enfermedad. Por ello, puede ser de interés en el futuro comparar
los resultados obtenidos en relacion al cambio climatico y la hipdtesis de la propagacion de P.
perniciosus hacia areas del norte donde se adquieran temperaturas estivales mas tolerables
mientras que esta especie podria descender en regiones del sur (Kuhn, 1999) o con el
incremento del periodo de actividad y la competencia vectorial de P. ariasi en areas del norte.
Resultados de este tipo se han encontrado en areas del centro y sur de Espaiia (Galvez y col.,

2010a; Martin Sanchez y col., 2009).

5.2 PRESENCIA DE LA LEISHMANIOSIS CANINA EN LA PROVINCIA DE
LLEIDA. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

La provincia de Lleida ocupa una extensién de 12.173 Km® y se calcula que existe una
poblacion canina de 9.342 perros de raza (datos registrados en el Libro de Origen Espafiol y
en el Registro de Razas Caninas de la Real Sociedad Canina de Espaifia a finales del 2004). La
estimacion de la poblacidn canina real deberia estar muy incrementada dado que muchos de
los perros son cruzados y, en muchas ocasiones, no estan censados, sobre todo en zona rural.
Estos hechos hacian muy dificil efectuar un estudio sero-epidemioldgico transversal de la
poblacion canina, método habitualmente utilizado en los estudios epidemioldgicos existentes
hasta la fecha, realizado, por otro lado, en 4reas mas limitadas (Acedo-Sanchez y col., 1996;
Alonso y col., 2010; Fisa y col., 1999; Galvez y col., 2010b; Martinez-Cruz y col., 1990;
Morales-Yuste y col., 2011; Nieto y col., 1999). La realizacién de estudios seroldgicos es
imprescindible dado que el diagnostico clinico de la enfermedad es dificil, dada la variedad e
inespecificidad de los signos clinicos (Alvar, 2004; Baneth y col., 2008; Gallego, 2004;
Gradoni, 2002; Solano Gallego y col., 2009), asi como la existencia de un grupo importante
de animales asintomaticos (Alvar, 2004; Baneth y col., 2008; Fisa y col., 1999; Solano

Gallego y col., 2009). Por otro lado, se afiadio la dificultad de la recolecta de sangre que, en
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estudios previos, se veia favorecida al reunir a todos los perros de una localidad aprovechando
las campafias de vacunacion antirrdbica, inexistentes en la actualidad. Esto hacia
imprescindible contar con la ayuda de los veterinarios locales para buscar a los perros y

alentar a los duefios a participar en este tipo de estudios.

Es por ello que se decidi6 aplicar un cuestionario sobre la enfermedad a los veterinarios de la
provincia dedicados a los pequefios animales y realizar el estudio seroepidemioldgico en un
area reducida y con poblacidn canina ubicada de forma favorable para entrar en contacto con

el vector y padecer la enfermedad.

Lleida es principalmente una region agricultora y ganadera donde muchos veterinarios se
dedican principalmente al cuidado y control de grandes animales, por lo tanto, el nimero de
cuestionarios enviados no fue muy elevado (41). Aun asi, la respuesta fue considerablemente
mayor (78%) que en otros estudios europeos donde se ha utilizado esta metodologia (Farkas y
col., 2011; Galvez y col., 2011b; Ruiz de Ybafiez y col., 2009) y similar a un estudio llevado a
cabo en Italia (Morosetti y col., 2009). Esta gran participacidon podria estar relacionada con la
opinion generalizada de los veterinarios de que la expansion de la leishmaniosis canina habia
incrementado durante los diez afios previos a la realizacion de la encuesta. Asi, la totalidad de
los veterinarios opinaba que al menos alguno de los casos de leishmaniosis canina eran
nuevos y autdctonos (93,8%), lo que jugaba a favor de la existencia de la leishmaniosis canina

y, ademads, autoctona en la provincia.

El estudio seroepidemioldgico de la leishmaniosis canina se llevd a cabo en la comarca del
Pallars Sobira, dado que se habia detectado un animal positivo que no habia salido del area.
Un gran porcentaje de los perros analizados eran cazadores que convivian en perreras en un
ambiente rural. Este tipo de perros han sido considerados como indicadores centinelas de

enfermedades de interés veterinario (Cabezon y col., 2010).

Las aproximaciones diagndsticas mas utilizadas en el estudio de perros infectados incluyen
técnicas serologicas y moleculares (Solano-Gallego y col., 2009). Dado que las técnicas
serologicas muestran diferentes grados de sensibilidad y especificidad, que pueden influir en
la seropositividad de la leishmaniosis canina en un area (Aisa y col., 1998; Iniesta y col.,
2002; Riera y col.,, 1999), decidimos combinar varias técnicas y considerar como
seropositivos e infectado aquellos perros que resultaron positivos para al menos dos de las

técnicas inmunoldgicas, de acuerdo con Iniesta y col. (2002).
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La seroprevalencia reportada en este estudio (33%), en una area donde la presencia de la
enfermedad era desconocida, es elevada considerando que la mayor seroprevalencia
encontrada en un foco conocido de Espafia es de 34,6% (Morillas y col., 1996). No obstante,
nuestro hallazgo puede ser considerado una sobrestimacion debido a la naturaleza sesgada de
la muestra. Los perros analizados (94,4% de ambiente rural o periurbano y 80,7 % en
perreras) vivian en el exterior en dptimas condiciones para la transmision de la enfermedad tal
como ha sido mencionado (Amusategui y col., 2004; Galvez y col., 2010b; Fisa y col., 1999;
Martin-Sanchez y col., 2009; Morales-Yuste y col., 2011), debido al caracter exofilico y
exofagico de la mayoria de especies que se alimentan de sangre al caer el sol o durante la
noche (Killick-Kendrick, 1999). Por otro lado, la densidad de los perros que conviven en
perreras es otro factor que facilita la transmisidon del parasito, tanto directamente como a

través del vector (Riera y Valladares, 1996; Solano-Gallego y col., 2009).

El riesgo de seropositividad en los perros incrementaba con la edad, hecho logico al aumentar
el riesgo de exposicion a la picada de los flebotomos (Abranches y col., 1991). La
localizacidon del perro en area rural y en la region sur de la comarca ha sido otro factor
asociado a una mayor prevalencia de la enfermedad. La mayor prevalencia de la leishmaniosis
canina en zona rural concuerda con la mayor densidad de flebotomos en esta zona, lo cual es
logico al considerar que asi se incrementa la posibilidad del contacto entre el vector y el
hospedador. No ocurre lo mismo al considerar las zonas norte y sur de la provincia donde la
densidad de los vectores ha resultado ser similar. Diversos factores pueden explicar la
ausencia de relacion entre la densidad de los vectores y la prevalencia de la leishmaniosis
canina en ambas dreas. Por un lado, sesgos introducidos en el muestreo, tanto de los vectores
como del reservorio. Por otro lado las distintas condiciones climaticas, fundamentalmente de
temperatura, en que se desarrollara el ciclo biologico del parasito en el interior del vector en
una u otra zona. La temperatura influiria no solamente en la capacidad vectorial, tal y como
ha sido demostrado experimentalmente (Rioux y col., 1985), sino también en el periodo de

actividad y comportamiento fenoldgico de los vectores.

Dos variables relacionadas con los duefios fueron encontradas como factores de riesgo para la
infeccion en perros. Una fue la percepcion sobre el riesgo de que sus perros contrajeran la
leishmaniosis canina a lo largo de su vida en que, l6gicamente, se observd que los animales
enfermos pertenecian en un mayor porcentaje a los duefios que opinaban que sus perros
podian enfermar (OR: 1.26). La segunda fue la ignorancia sobre las medidas profilacticas para

proteger a sus perros de la picada de los flebotomos (OR: 11.6), hecho que implica una
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elevada posibilidad de que sus perros experimenten picadas de flebotomos 'y,
consecuentemente, sean infectados. Al fin y al cabo, parece logico pensar que el
comportamiento de los amos respecto a los animales influya de manera considerable en la
transmision de la enfermedad. En areas rurales muchos duefios no llevan a sus perros al
veterinario de forma rutinaria, especialmente si sus animales no estan enfermos, de modo que
no se exponen a las recomendaciones sobre el uso de medidas preventivas mencionadas por
los veterinarios en el cuestionario. No obstante, encontramos que un 42% de los perros
analizados usaban medidas preventivas, concretamente collares impregnados de insecticida,
que resultan efectivos contra las picadas de flebotomos (Molina y col., 2001) si son utilizados

de forma correcta.

La informacién obtenida en los cuestionarios veterinarios nos demuestra que éste es un
método de ejecucion simple, factible y poco costoso que puede ayudar de forma rapida a
definir el conocimiento, percepcién y conciencia de la enfermedad en una region no
estudiada. Ademas, en nuestro caso, los resultados del cuestionario apoyaban la hipdtesis de
la existencia de un foco autoctono de leishmaniosis canina en la provincia debido al hallazgo
de un primer caso de leishmaniosis positivo en la comarca pirenaica del Pallars Sobira donde,
finalmente y como se ha comentado, se llevd a cabo un estudio transversal sobre la

enfermedad en la poblacion canina.

La utilidad de los estudios de la leishmaniosis canina en perreras ha sido discutida (Baldelli y
col., 2011; Cabezén y col., 2010; Miro6 y col., 2012), principalmente en referencia a perreras
que recogen perros callejeros y/o abandonados sin datos sobre su origen. Sin embargo, a
diferencia de otros estudios, en nuestro estudio las perreras eran privadas y la mayoria de los
perros eran locales y tenian cartillas de identificacidon, lo que nos ha permitido detectar la

existencia de un foco de leishmaniosis autdctona en una comarca de la provincia de Lleida.

El simple hecho de encontrar animales infectados en areas cldsicamente consideradas libres
de leishmaniosis ha llevado a algunos autores a considerar que la enfermedad esta emergiendo
en un area geografica determinada y que ésta es endémica. Sin embargo estas aseveraciones
se hacen sin tener en cuenta que se cumplan las premisas necesarias para considerar la
enfermedad como emergente y un foco como endémico. Asi, en nuestro caso, “a priori”,
considerariamos la leishmaniosis canina emergente y endémica en la provincia de Lleida, mas

concretamente en la comarca del Pallars Sobira.

Sin embargo, hemos encontrado un elevado porcentaje de perros asintomaticos seropositivos

(70%), como ocurre en otras areas endémicas que funcionan desde hace afios (Fisa y col.,
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1999; Gélvez y col., 2010b). Por otro lado, una seroprevalencia de la leishmaniosis canina
superior al 2,5% se ha asociado a la existencia de focos estables de la enfermedad (Rioux y
col., 1971). Por todo ello, suponemos que la presencia de la leishmaniosis canina en la
comarca del Pallars Sobira no es muy reciente y que, por lo tanto, la deteccidon del foco no
seria debida a la emergencia de la enfermedad en la zona. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo cumplen con los criterios establecidos por Maroli y col. (2008) a la hora de
definir un foco endémico indiscutible de leishmaniosis: 1) la confirmacion de uno o mas casos
de leishmaniosis canina, la mayoria por métodos serologicos y en un caso mediante el
aislamiento del parésito, ii) la presencia de perros positivos entre aquellos asintomaticos, iii)
dos especies vectoras presentes en el area de estudio. A ello afiadimos que L. infantum ha sido

encontrada en flebotomos de la region (Alcover y col., 2012).

En los focos mediterraneos de L. infantum, los perros son considerados el reservorio principal
para la leishmaniosis humana (Gallego, 2004; Ready, 2010). La importancia del perro como
reservorio de la leishmaniosis viene dada por el hecho de que garantiza la existencia y
supervivencia del agente etioldgico y es la fuente de infeccion para el humano (WHO, 2010).
Este hecho se favorece tanto por el cardcter cronico con que cursa la enfermedad en la
poblacion canina (Gallego, 2004) como por el tropismo de los flebotomos (de Colmenares y
col., 1995; Guy y col., 1984; Rossi y col., 2008). Sin embargo, para que un animal pueda ser
considerado como reservorio debe cumplir varias condiciones, entre las que cabe destacar el
hecho de que debe compartir las mismas cepas que las aisladas del hospedador humano
(Killick-Kendrick, 1990; Maroli y col., 2012). En nuestro caso, sélo hemos podido aislar una
cepa del perro, perteneciente al zimodema MON-1, uno de los principales responsables de la
leishmaniosis visceral humana y el zimodema maés frecuentemente aislado en el perro

(Gallego y col., 2001).

Por lo tanto, se ha podido cerrar el ciclo epidemioldgico de la leishmaniosis en el Pirineo
leridano ya que se ha identificado a Leishmania infantum en el perro y en varios P. ariasi
capturados en el lugar donde se aisld la cepa canina. Sin embargo ain quedan lagunas o
aspectos que merecen la pena ser estudiados. Entre otros, la obtencion de datos mas
fidedignos acerca de la prevalencia de la leishmaniosis canina en la comarca del Pallars
Sobira, extensible a toda la provincia de Lleida, realizados en una muestra mas representativa
de la poblaciéon canina. Por otro lado, comprobar como podrian influir los cambios
ambientales y climaticos en el incremento y nueva distribucion de flebotomos vectores, tal y

como ha sido propuestos por diversos autores (Colwell y col., 2011; Desjeux, 2001; Ferroglio
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y col., 2005; Morosetti y col., 2009; Ready, 2008). La existencia de datos exhaustivos acerca
de la presencia y densidad de los flebotomos vectores en la practica totalidad de la provincia

de Lleida permitira la implementacion de estos estudios en un futuro.

Los resultados entomologicos de Andorra aconsejan la obtencion de datos sobre la presencia
de la leishmaniosis humana y canina en este pais. La vigilancia de perros traidos de otras
areas endémicas seria aconsejable con tal de evitar o controlar el posible establecimiento de la

enfermedad en Andorra.
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6. CONCLUSIONS

A. Sand flies

A.1l. In Andorra

1. The first record of Phlebotomus perniciosus in Andorra increases the number of sand fly
species in this country to three: P. perniciosus, P. ariasi and Sergentomyia minuta, the last
not being found in the present study.

2. P. ariasi has a greater density (d: 0.47 specimens/m”) and a larger geographical
distribution, from 869 up to 2,141 m above the sea level (m a.s.l.), than P. perniciosus (d:
0.08 specimens/m?), which is present only in the south and at altitudes below 1,000 m
a.s.l.

3. Andorra is an area at risk of human and canine leishmaniasis emergence, given the

presence of vectors during the disease transmission period in temperate countries.

A.2. In Lleida province:

1. The presence of five sand fly species in Lleida province has been confirmed, captured in
the following order of decreasing density: Sergentomyia minuta (d: 32.5 specimens/m?),
Phlebotomus perniciosus (d: 4.5 specimens/m?), P. ariasi (d: 1 specimen/m?), P. papatasi
(d: 0.8 specimens/mz) and P. sergenti (d: 0.2 specimens/mz).

2. The two vector species of Leishmania infantum, P. perniciosus and P. ariasi, have a wide
but different geographical distribution: P. perniciosus was not captured in the counties of
Pla d'Urgell and Vall d'Aran, while P. ariasi was absent in the southwest counties (Segria,
Pla d Urgell and Garrigues).

3. The bivariate analysis revealed that factors such as altitude, bioclimatic zone, temperature,
precipitation, sampling site (site relative to settlement, site situation, site category),
vegetation in the wall, the fact of being in a natural park, general environment, adjacent
natural vegetation and land cover were significantly associated with sand fly densities,

sometimes in opposite ways, according to the vector species.
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4. The multivariate model for P. perniciosus revealed that its density was affected by the site
situation and land cover of the sampling site. In the case of P. ariasi, a significant
correlation was observed with the altitude and bioclimatic zone.

5. Given the influence of biotic and abiotic factors in the distribution and density of vector
species, it is clear that global change would affect the distribution and expansion of

leishmaniasis in Lleida province.

B. Canine leishmaniasis in Lleida province

1. The results of a questionnaire survey on canine leishmaniasis carried out among
veterinarians in Lleida province suggested the existence of an autochthonous focus of the
disease in the province, which was subsequently confirmed by a serological cross-
sectional study of the canine population in Pallars Sobira county.

2. The seroprevalence of canine leishmaniasis in a biased population, composed of hunting
dogs living in kennels in a rural environment in Pallars Sobira county, was high: 33%.

3. The risk of seropositivity in dogs increased in the south of the county, with the age of the
animals and in dogs whose owners believed their animals were at risk of developing the
disease and were unaware of preventative measures against sand flies bites. On the other
hand, the risk decreased in dogs living in an urban and peri-urban environment.

4. The high seroprevalence of canine leishmaniasis detected and the high percentage of
asymptomatic seropositive animals suggest that the focus detected for the first time in
Lleida province has not emerged recently.

5. The usefulness of veterinary questionnaires in defining awareness of canine leishmaniasis
in a naive region has been confirmed. This kind of methodology is quick, cheap and
feasible.

6. The usefulness of studying a local dog population living in kennels to detect an
autochthonous leishmaniasis focus has been demonstrated, despite the low number of

animals involved.

7. Leishmania infantum transmission could be favoured by the presence of a high density of
dogs living under conditions suitable for the transmission of the disease, even in the

presence of a low density of sand flies vectors captured with sticky traps.
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Anexo 1. Imagen de un flebotomo.
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Anexo 2. Zonas de estudio y rango altitudinal (m s.n.m.).

Pallars A
Sobira

ANDORRA

-
o0
. o
I o000
. I 00 - 1000

I 1.000- 1200
I 1200 1.400

LLEIDA [ 1400-16m
[ 1600- 1.300

D?!o—z’gu_-“JKnlclmete;s 3-3
[ ] zz00-2400
[ ]z400-z0600
[ Jz000-20m
-—

SPAIN

PORTUGAL

172



Anexos

Anexo 3. Imagenes de distintos lugares de captura de flebotomos.

Rural, limite de poblacion. Urbano, limite de poblacion.
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Anexo 4. Imagenes de tipos de agujeros donde se han colocado las trampas.

Agujero en muro de piedra y cemento. Agujero en muro de piedra.
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Anexo 5. Imagenes de la recogida de flebotomos de los papeles adhesivos.
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Anexo 6. Claves de identificacion de los flebotomos de Gallego Berenguer (1992)
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Anexo 7. Cuestionario sobre la epidemiologia de la leishmaniosis canina enviado a los
veterinarios de la provincia de Lleida.

Cuestionario sobre la epidemiologia de
la Leishmaniosis canina

1. Identificacién del veterinario:
pilalsjlalp= Tyl Al ol = B | 1 SR RS
Nombre de [a CliniCa: ... e e e e

IDEERICEIOTNG s simarisesisoosmtsmteriot it i i e e Tl S
Pablacion: ... Comarca: ......c.ovveeenn.. Codigo postal: ..................
R (=] {o] [0 ——————— | - 1712 | R ——
e-maili.....ooi Paginaweb: ...

2. Tipo de clientela: Urbana O Rural O Mixta OO OtraO
Si otra; eSPeciiCAr: . ucswermsiomsmsorermmnmi S S ST SR

3. ¢ Cuantos perros recibe en consulta por semana?
o0 1-30 4-10 03 11-200 mas de 20 O

4. ;Cuantos perros sospechosos de Leishmaniosis ha visto en los ultimos 12 meses?
oOd 1-50 6-100 11-20 0 21-500 masdeb500O

5. i Sobre gque signos clinicos basa sus sospechas?

Frecuencia Importancia dentro de la

Sintoma - sospecha diagnostica
Raro Frecuente Mas frecuente (+a+++)

Adelgazamiento

Baja forma

Anemia

Hipertermia

Epistaxis
Alopecia localizada

Escamosis
Onicogrifosis
Ulceraciones
Adenopatias
Lesiones oculares

Lesiones renales

Esplenomegalia
Otro

Siotro, @sPeCifiCar L.
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6. ;,Cuantos casos confirmados de Leishmaniosis canina ha visto durante los 12
ultimos meses?
o0 1-50 6-100 11-20 0 21-500 masdeb500O

7. i Cuantos de estos casos confirmados fueron nuevos?
o0 1-50 6-100 11-20 0 21-500 masdeb500O

8. ;Por que método fueron confirmados estos casos?
O Epidemiologia
O Solo clinica
O Serologia: O IFI
O ELISA
O Kit de deteccion rapida
O Formoleucogelificacion
O PCR
O Parasitologia (Microscopia): O Puncion ganglionar
O Puncién de médula 6sea
O Biopsia cutanea

9. Estos casos fueron confirmados:
en su consulta-laboratorio O,
¢ necesitdé ayuda de un laboratorio privado O7?
¢ necesitdé ayuda de un laboratorio veterinario comarcal u oficial O?
ESPECIICar.

10. j Piensa que estos perros fueron infectados dentro de su zona de actividad?
si O no O

11. Tiene la sensacion que el numero de casos de Leishmaniosis canina ha
evolucionado dentro de su clientela en el curso de los 10 ultimos afios hacia un:
Aumento O Descenso O Ninguna evolucion O

12. ;Qué medida de prevencioén recomienda a los propietarios de los perros?
Collar O Spoton O Spray O Champu O Ninguna O

13. Si usted no recomienda medidas profilacticas, es porque:
No las considera eficaces O
Son demasiado costosas O
No sabe donde conseguirlas O
El riesgo de leishmaniosis no es importante O
Ofro O especificar: ..o e

14. ;,Vienen las presentaciones antiparasitarias con la indicacion «lucha contra los
flebotomos»?:
si O no O

15. Comente las observaciones que crea oportunas

tori de Parasitologia. Facultat de Farmacia, Av. Joan XXIII s/n, 08028-Barcelona (e-mail
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Anexo 8. Ejemplo del uso de los Sistemas de Informacion Geografica (SIG) para asociar las
estaciones de muestreo a las estaciones meteorologicas mas cercanas.

&=
- Estaciones metecroldgicas
¢ Estaciones de muestreo
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