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Introduccion

La leishmaniosis es una enfermedad zoonoética cuyas estimaciones mas optimistas
la sitian con un total de mas de 350 millones de personas directamente expuestas, mas de
12 millones de enfermos (Alvar et al., 2012; OMS | Leishmaniosis, 2017), y un ritmo de
mas de 2 millones de nuevos casos anuales (Banuls, Hide, & Prugnolle, 2007). Pueden
causar leishmaniosis mas de 20 especies del género Leishmania (clase Kinetoplastea,
orden Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae), siendo vectorizadas por cerca de
100 especies de dipteros conocidos como “moscas de arena” o flebotomos (género
Phlebotomus en Europa, Africa y Asia; género Lutzomyia en América) (Akhoundi et al.,
2016; Lawyer & Perkins, 2000) que actian como hospedadores invertebrados.
Aproximadamente, unas 70 especies de mamiferos, incluidos los humanos, se consideran
hospedadores vertebrados (OMS | Leishmaniosis, 2017). La distribucion es,
principalmente, tropical y subtropical, aunque se estan expandiendo a nuevas areas en

Europa y América (Mapas 1y 2).

Geographic distribution of main species
of Old World visceral leishmaniasis

. Sporadic cases
(] Endemic area of L. infantum/L. chagasi

& (] Endemic area of L. donovani
[ Hyperendemic area of L. donovani

°

Mapa 1. Distribucion geogrdfica de la leishmaniosis visceral. OW. Modificado de (Aronson et al., 2017).

En su hospedador vertebrado (mamifero), los parésitos de Leishmania viven y se
multiplican intracelularmente en células fagocitarias o macréfagos. En el hospedador
invertebrado (flebotomo), los macréfagos conteniendo las formas parasitarias o

amastigotes, son ingeridos y digeridos para asi liberar al parasito en el tubo digestivo
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donde tiene lugar la metaciclogénesis. Los amastigotes se transforman en la forma
infectiva, promastigotes metaciclicos, después de transformaciones y multiplicaciones.
Los promastigotes metaciclicos se sitlian en la parte anterior del tubo digestivo (valvula
estomodeal) y son inoculados cuando la hembra del flebotomo se alimenta de sangre de
un vertebrado. Se han demostrado vias de transmision secundarias tanto en humanos
como en perros, incluida la transmision congénita (Figueiré-Filho, Duarte, El-Beitune,
Quintana, & Maia, 2004), la transmision por transfusion de sangre (De Freitas, Melo, Da
Costa-Val, & Michalick, 2006), asi como, con caracter puntual, la transmision mecanica

entre consumidores de drogas (Desjeux & Alvar, 2003).

el e

ico~2S ura; :
Mexnco/-\g, i Geographic distribution of main species
Glé?tgn;alz ; of New World visceral leishmaniasis
alvador

« Sporadic cases of L. infantum/L. chagasi
[_] Endemic area of L. infantum/L. chagasi
-~ Hyperendemic area of L. infantum/L. chagasi

Mapa 2. Distribucion geogrdfica de la leishmaniosis visceral. NW. Modificado de (Aronson et al., 2017).

Hay tres formas principales de la enfermedad en humanos: leishmaniosis cutanea
(LC; infeccion primaria y mas comun), leishmaniosis mucocutanea (LMC; evolucion de
la forma cutanea sin resolver que afecta a las mucosas de nariz, boca y garganta) y
leishmaniosis visceral (LV; kala-azar). La mayoria de las especies tiende a causar la
enfermedad subclinica, y la gravedad de la infeccion depende de la especie y cepa de
protozoo, de la respuesta inmune del huésped, de su estado nutricional y, en menor
medida, de las especies de flebotomos (INE Carlos III, 2018). Se distinguen dos formas
clinicas principales, la LC y la LV, dependiendo de qué tipo de células fagociticas sean
invadidas. En la LC (Mapas 3 y 4), los parasitos infectan a los macrofagos de la piel. Sin
embargo, en la LV los amastigotes liberados se propagan por la circulacion sanguinea e
infectan las células del sistema de fagocitos mononucleares del higado, el bazo, la médula
Osea, los ganglios linfaticos. Las presentaciones clinicas pueden variar desde lesiones

cutaneas localizadas en el caso de la LC, hasta enfermedad generalizada, con fiebre,
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pérdida de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia, leucopenia y trombocitopenia
en la LV. Las distintas manifestaciones clinicas y la diversidad en su evolucion y
gravedad hacen de la leishmaniosis una de las enfermedades parasitarias mas versatiles

(OMS | Leishmaniosis, 2017; OMS, 2010).

() Endemic areaof L. major
71 Endemic area of L. glonovani -'.‘
[ Endemic area of L. Yropica

[ Endemic area of L. aethiopica

["1 Endemic area of
L. infantum/L. chagasi

G

Honduras” ] Endemic area of L. mexicana
] Endemic area of L. braziliensis

(] Endemic area of
L. guyanensis/L. panamensis

[ Endemic area of
L. infantum/L. chagasi

Mapa 4. Distribucion geogrdfica de la leishmaniosis cutanea. NW. Modificado de (Aronson et al., 2017).

Desde el afio 1991 hasta el dia de hoy se han llevado a cabo una serie de
operaciones militares en Oriente Medio que han supuesto el despliegue de varios cientos
de miles de soldados procedentes de casi cincuenta nacionalidades, entre ellos un grupo
muy numeroso de soldados espafioles. Estas operaciones han tenido lugar

fundamentalmente en territorio de Afganistan e Iraq, aunque en el transcurso de éstas se
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han establecido bases y campamentos en casi todos los paises limitrofes del Golfo
Pérsico, Peninsula Arabica, y reptblicas exsoviéticas de Asia Central y Paquistan, entre
otras. Asi mismo se han realizado despliegues en el Libano, Bosnia i Herzegovina,
Kosovo, Paquistan, Haiti, Indonesia, Republica Centro Africana, Mali y otros. Todas

estas regiones tienen en comun ser areas endémicas en Leishmania.

Historia

La LC del Viejo Mundo es una enfermedad antigua y conocida como “Ulcera
oriental”. Hay descripciones de las lesiones visibles en tablillas en la biblioteca del Rey
Ashurbanipal del siglo VII a. C., que derivan segun se cree de textos anteriores de 1500

al 2500 a. C. (Steverding, 2017)

La LV del Viejo Mundo, o Kala Azar (literalmente 'la enfermedad negra' que se
refiere a la decoloracion grisacea de la piel de las personas en el curso de la infeccion),
se advirtié por primera vez en la aldea de Mahomedpore, al este de Jessore en la Baja
Bengala, India, en 1824. El parasito fue descubierto por Sir William Boog Leishman
(1865-1926) (Tlustracion 1) y Sir Charles Donovan (1863—1951) (Ilustracion 2); a partir
de entonces se establecid L. donovani como el componente esencial de la verdadera

naturaleza de la enfermedad (Steverding, 2017).

lllustration 1. Tte. General Sir William Boog llustracidn 2. Tte. Coronel, Sir. Charles Donovan.
Leishman. (National Portrait Gallery, London) (https://wellcomeimages.org/indexplus/image/V0026304.html)
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Merece la pena subrayar la relevancia del descubrimiento, en 1877, de Patrick
Manson (1844 a 1922) al relacionar los vectores con la transmisién de pardasitos (Cox,

2002).

En el Nuevo Mundo, las LC y LMC provocan afecciones desfigurantes ya
representadas en la ceramica precolombina desde el siglo V (desierto de San Pedro de
Atacama), evidenciando su presencia a gran altitud (2400 m s.n.m.). Misioneros y
conquistadores espanoles en el siglo XVI describen aspectos faciales coincidentes con
LMC. Balthasar Ramirez, en su libro "Descripcion del Reyno del Pertt" (1580), emite los
primeros informes de la enfermedad en América del Sur donde la denominada "Mal de

los Andes". (Steverding, 2017).

Originalmente se pensé que la leishmaniosis del Nuevo Mundo y la leishmaniosis
del Viejo Mundo eran lo mismo, pero en 1911 Gaspar de Oliveira Vianna (1885 —1914)
(Tlustracion 4) descubri6 que los paréasitos en América del Sur diferian de los de Africa.
Tras el descubrimiento de la transmision por flebotomos de la leishmaniosis del Viejo
Mundo, también se supuso que los vectores del Nuevo Mundo pertenecian al género
Phlebotomus, pero en 1922 se descubridé que el género involucrado era en realidad

Lutzomyia.

El gobierno britanico en la India ordeno, en 1898, a Ronald Ross (Ilustracion 3)
investigar el Kala-Azar; en 1903 public6 un articulo comentando que los cuerpos ovoides

encontrados por Leishman y Donovan no eran tripanosomas degenerados, sino un

organismo protozoario nuevo. Ross sugirido nombrarlo Leishmania donovani, la especie

causante de la LV (Steverding, 2017).

W gl

| B h

[

llustracion 3. Tte. Col. Sir Ronal Ross. (Wellcome llustracion 4. Gaspar de Oliveira Vianna.(Biblioteca
Library, London/Wikimedia Commons). Virtual Carlos Chagas).
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En 1908, Charles Jules Henry Nicolle (1866—1936) describi6 L. infantum en niios
de Tunez. En el mismo afio, junto a Charles Comte (1869—1943), aisl6 el parasito en

perros. Desde entonces, los perros son reconocidos como importantes reservorios de la

LV.

Aunque se sospechaba desde un principio que los flebotomos eran los vectores de
transmision de los parasitos, no se demostrd, hasta 1921, por Edmond Sergent (1876—
1969) y Etienne Sergent (1878-1948) ; (Desjeux, 2004; Maroli, Feliciangeli, Bichaud,
Charrel, & Gradoni, 2013b; Naqqgash, Gokge, Bakhsh, & Salim, 2016; OMS |
Enfermedades transmitidas por vectores, 2017a; Reithinger et al., 2007a; Rodgers,

Popper, & Wirth, 1990).

Genero Leishmania

Los parésitos del género Leishmania causan una diversidad de sindromes. La
distinciébn entre especies es fundamental para el diagndstico y prondstico de la
enfermedad. Todas las especies incluidas en el género Leishmania presentan una
morfologia similar y, hasta hace unos afios, la diferenciacion en unidades especificas se

basaba en la patogenicidad que producian y en su distribucidon geografica.

La electroforesis enzimatica multilocus (MLEE) ha sido la técnica de referencia
para la identificacion de especies de Leishmania 'y en la actualidad se utiliza el genotipado
por amplificacion de las regiones transcritas internas de los genes ribosomales ITS1e
ITS2 (Akhoundi, Votypka, & Kuhls, 2017). Las leishmanias se caracterizan por una
enorme diversidad y las especies descritas presentan una enorme pluralidad. Por ejemplo,
L. braziliensis presenta frecuentes polimorfismos enzimaticos intraespecificos, sin
embargo, L. naiffi o L. guyanensis son marcadamente homogéneas (Schonian, Mauricio,

& Cupolillo, 2010).

El género Leishmania se compone de los subgéneros Leishmania, Viannia y
Sauroleishmania. Este Gltimo se limita a los reptiles. La diferencia fundamental entre
ellos es la localizacion en la que se lleva a cabo la maduracion de las formas infectantes

en el interior del vector (Lainson, 1987).

Las cepas de referencia actualmente reconocidas ascienden a 29. El Cddigo de
identificacion (cédigo OMS) de las citadas cepas de referencia se corresponde con la

siguiente informacion: HOSPEDADOR (del que se aislo la cepa) /PAIS (en el que se
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adquirio la infeccion) /ANO (en el que se efectud el aislamiento) /[LABORATORIO. Asi
por ejemplo para L. infantum BCN-150 seria: MHON/ES/1996/BCN-150 (Rioux et al.,
1990). Hoy en dia, se conocen 29 especies y aproximadamente 20 son patogenos para los

seres humanos (OMS, 2010) (Tabla 1).

Especie Cddigo internacional

L. (L.) aethiopica

L. (L.) amazonensisa
L. (L.) arabicab

L. (L.) aristidesib

L. (L.) donovani

L. (L.) garnhami

L. (L.) gerbillib

L. (L.) infantum chagasi
L. (L.) infantum

L. (L.) killicki

L. (L.) major

L. (L.) mexicana

L. (L.) pifanoi

L. (L.) tropica

L. (L.) forattinil

L. (L.) venezuelensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensisa
L. (V.) guyanensis
L. (V.) lainsoni

L. (V.) lindenbergi
L. (V.) panamensis
L. (V.) peruviana

L. (V.) utingensisb
L. colombiensis

L. deaneib

L. enriettiib

L. equatoriensisb

L. hertigib

MHOM/ET/72/L 100
MHOM/BR/73/M2269
MPSA/SA/83/J1SH220
MORY/PA/69/GML3
MHOM/IN/80/DD8
MHOM/VE/76/IAP78
MRHO/CN/60/GERBILLI
MHOM/BR/74/M2682
MHOM/TN/80/IPT1
MHOM/TN/86/LEM904
MHOM/SU/73/5—-ASKH
MHOM/BZ/82/BEL21
MHOM/VE/57/LL1
MHOM/SU/74/K27
MDID/BR/77/Conchas
MHOM/VE/00/H17
MHOM/BR/00/LTB300
MHOM/BR/79/M2904
MHOM/GF/79/LEM85
MHOM/BR/81/M6426
MHOM/BR/96/15733
MHOM/PA/71/1L594
MHOM/PE/84/LC39
ITUB/BR/77/M4694
IHAR/CO/85/CL500
MCOE/BR/74/M2674
MCAV/BR/45/L88
MCHO/EC/82/Lspl
MCOE/PA/65/C8

Tabla 1. Cepas de referencia de Leishmania. Modificada de (OMS, 2010).
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Las especies de Leishmania que afectan al ser humano son 18. (Tabla 2).

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Tropismo principal | Visceral Dérmico Dérmico Mucoso.
Viejo Mundo | L. donovani L. major

L. infantum L. tropica
L. killicki
L. aethiopica
L. infantum

Nuevo Mundo | L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. infantum L. guyanensis L. panamensis
L. mexicana L. panamensis
L. pifanoi L. shawi
L. venezuelensis L. naiffi
L. garnhami L. lainsoni
L. amazonensis L. lindenbergi
L. peruviana

L. colombiensis

Tabla 2. Leishmanias encontradas en el ser humano. Modificado de ( OMS, 2010)

Estas especies presentan diferentes caracteristicas epidemiologicas y clinicas,
ademads de particularidades relacionadas con diferentes perfiles genéticos y fenotipicos;
sin embargo, su clasificacion sigue siendo objeto de ciertas controversias (Bafiuls et al.,

2007).

Sauroleishmania se considera un subgénero ancestro del género Leishmania,
aunque el andlisis molecular revela la estrecha relacion entre estas especies y las que
infectan a los mamiferos. Este subgénero contiene una especie de cierta importancia: L.
tarentolae. Se han llevado a cabo estudios experimentales en mamiferos inoculados con
formas de promastigote para observar la posible aparicion de enfermedad, pero el parasito
no se desarrollé como ocurre con otras especies de Leishmania (Novo, Leles, Bianucci,
& Araujo, 2016). Sin embargo, recientemente se ha publicado la deteccion mediante
técnicas moleculares de Leishmania (Sauroleishmania) tarentolae en sangre humana,
siendo un contacto hospedador-parasito completamente inesperado (Pombi et al., 2020),
también se ha identificado la presencia de sangre humana, de conejo y de otras especies
en Sergentomyia minuta (Gonzélez et al., 2020).
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En este abanico de especies puede estar el origen de la clinica de la parasitosis, ya
que se trata de un mosaico de formas a las que, ademads, en los ultimos afios, se han ido
incorporando variantes como consecuencia de los cambios epidemiologicos en los ciclos
de trasmision (Murray, Berman, Davies, & Saravia, 2005), asi como circunstancias
adicionales derivadas de la aparicion de otras enfermedades infecciosas que producen
cuadros de inmunodepresion, en los que parasitos de bajo perfil patdogeno dan lugar a

cuadros de los mas heterogéneo.

Genero Phlebotomus

La taxonomia de Phlebotomina (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) tiene
enorme importancia debido al papel que estos tienen como vectores de varios patogenos,
no solo las especies de Leishmania, sino también de Bartonella (como Bartonella
baciliformis causante de la fiebre Oronga o enfermedad de Carrion) y diferentes
flebovirus (“fiebre virica de las moscas de arena”) (Ready, 2013), entre ellos virus

Toscana (Remoli et al., 2016).

La denominaciéon como “mosca de arena” es un nombre inapropiado llevando a
confusion porque en algunas partes del mundo los mosquitos (género Culicoides) o
moscas negras (familia Simulidae) también se conocen como moscas de arena. Los
flebotomos se encuentran principalmente en los trépicos y subtropicos entre las latitudes
50° Norte y 40° Sur (Sharma & Singh, 2008). No estan presentes en Nueva Zelanda ni en
las islas del Pacifico. Estan presentes en un amplio rango de habitats, desde el nivel del
mar hasta altitudes superiores a los 2800 m (los Andes y areas montafiosas de Etiopia) o
cerca de los 3000 m (montafias de Afganistan) (Yared et al., 2017). Asi mismo, con
respecto al clima, estan presentes desde los secos y calidos desiertos, las sabanas y campo
abierto, hasta los densos y lluviosos bosques tropicales (Alvar, Vélez, Bern, Herrero,

Desjeux, Cano, Jannin, & de Boer, 2012).

La clasificacion de los flebotomos estd inicialmente basada en los caracteres
morfologicos. Son dipteros y, por tanto, presentan metamorfosis completa. A lo largo de
su ciclo de vida cuentan con 4 estadios morfoldégicamente distintos. El adulto de los
flebotomos, a diferencia de otros dipteros, es de pequefio tamafio y con una estructura
muy fragil. Son caracteristicas sus alas dispuestas hacia el exterior y hacia arriba
formando un dngulo de unos 60° con respecto a la elongacion del abdomen, estas alas se

muestran intensamente pobladas de pequefios pelillos (Ilustracion 5), caracteristica que

Pagina 13 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



junto con su color gris oscuro y aspecto polvoriento son muy definitorias. Los 0jos son
relativamente grandes y las piezas bucales casi tan grandes como la propia cabeza;
cuentan con largas antenas y palpos largos. Se distinguen de otras subfamilias de

psicddidos por la ausencia de un puente de ojo y la presencia de palpos maxilares con

cinco segmentos (partes bucales picadoras tan largas como la cabeza) (Killick-Kendrick,
1990; Killick-Kendrick et al., 1985; Lawyer & Perkins, 2000; Lawyer & Young, 1991;
Lewis, 1982b; Young & Duncan, 1994).

llustracion 5. Hembra de Phlebotomo (CDC).

El canal alimentario se extiende desde las piezas bucales hasta el cibario (espacio
anterior a la verdadera cavidad bucal en la que el alimento es masticado. Esta camara
tiene largos musculos y dos series de dientes; los dientes anteriores o verticales se
proyectan hacia abajo en la cavidad y aparecen como una serie de puntos cuando se ven
ventrodorsalmente en muestras montadas en portaobjetos. Por su parte, los dientes
posteriores u horizontales se proyectan hacia atras, hacia la faringe. El nimero, tamafio y
disposicion de los dientes cibarianos son de considerable importancia taxondmica (Lane,

1993).

Hay aproximadamente 1.000 especies de flebotomos han sido descritas en todo el

mundo, de las cuales mas de la mitad estan presentes en América (Young & Duncan,
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1994). La barrera atlantica se ha considerado tradicionalmente como la principal causa de
diferenciacion entre los flebotomos del “Viejo Mundo” (regiones Paleartica, Afrotropical,
Oriental y Australasia) y del “Nuevo Mundo” (Regiones Neodrtica y Neotropical) (Lewis,
1982). Aunque no hay un acuerdo global sobre la clasificacion de los flebotomos, las
especies del Viejo Mundo plantean menos controversias y esta generalmente aceptada la
sistematizacion, no estando tan clara para las especies del Nuevo Mundo. Durante muchos
afios solo se reconocieron 3 géneros en el Viejo Mundo: Phlebotomus, Sargentomyia y
Chinius. Respecto a los flebotomos neotropicales, la mayoria de los investigadores
adoptan las clasificaciones de Lewis (1982b) y las revisiones de Young y Duncan (1994),
que reconocen 13 géneros, 15 subgéneros y 11 grupos de especies. Sin embargo, este
sistema no muestra las relaciones evolutivas entre las especies, que es de gran interés en
el género Lutzomyia (Shimabukuro, De Andrade, & Galati, 2017). Las revisiones mas
recientes y exhaustivas clasifican las 464 especies de flebotomos neotropicales en 22
géneros, 20 subgéneros, 3 grupos de especies y 28 especies (Shimabukuro et al., 2017).
Esta clasificacion representa un avance importante pero no esta plenamente aceptada y se
esperan nuevos cambios. Muchas de las hembras de una parte importante de las especies

de América Latina estan por describir.

Sergentomyia es el género dominante en los tropicos del Viejo Mundo, de Africa,
India y Australia. Los miembros de este género se alimentan principalmente de reptiles y
anfibios, aunque algunos pueden hacerlo de mamiferos incluso del hombre. Este género

no contiene vectores conocidos (Maia & Depaquit, 2016)

Lutzomyia es el género mas importante en el Nuevo Mundo. Lutzomyia se
alimenta tanto de mamiferos como de aves (gallinas). Los miembros de este género se
caracterizan por una hilera transversal de dientes posteriores y una o mas hileras de

dientes anteriores en el cibario de las hembras (Young & Duncan, 1994).

Leishmaniosis humanas

Viejo Mundo

La LV del Viejo Mundo, causada fundamentalmente por el complejo L. donovani-
L infantum, con algunos casos de L. tropica, presentan una mayoria de infecciones
asintomaticas pero cuyas presentaciones han visto variaciones debido a los casos de

coinfecciones VIH (Desjeux & Alvar, 2003) y la asociacion a la malnutricion (OMS,
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2017b). La forma endémica, cuya responsable fundamental es L. infantum, presenta una
mayoria de casos en nifios, y multitud de casos en adultos europeos coinfectados con VIH.
En la India y Africa también se presenta en adultos jovenes, en mayor grado en varones,
y con un periodo de incubacion que va desde los 10 dias hasta méas de un afio. La
sintomatologia es inespecifica con esplenomegalia indolora, linfoadenopatias (mas
frecuentes en Africa), oscurecimiento de la piel (mas frecuente en la India; Kala Azar).
La forma esporadica se presenta en no indigenas a cualquier edad con casos agudos en
torno a las tres semanas posinfeccion y hasta los dos afios, pero con un progreso rapido.
Aparecen picos de fiebre con sudoracion profusa y profundo malestar; en ocasiones se
observan complicaciones como anemia hemolitica, lesiones renales y hemorragias
mucosas. La forma epidémica antroponoéticas también se presenta a cualquier edad en no
inmunes y puede presentar formas agudas con gran mortalidad, tiene gran relevancia entre

los coinfectados VIH (OMS, 2010).

La LC del Viejo Mundo presenta formas muy variables entre las diferentes
regiones ¢ incluso con grandes variaciones interregionales segun: la especie de parasito,
el tipo de ciclo, estado inmunitario del paciente y variables de tipo genético. La lesion
clasica en el punto de inoculacién aparece a lo largo de una semana de progresion,
curando a lo largo de afios dejando una depresion y despigmentacion. En el Mediterraneo,
las lesiones cutaneas por L. infantum son nodulos Gnicos con escasa inflamacion que
curan de forma espontinea a lo largo de un afio. La LC por L. tropica es la cutanea
antropondtica o antropondtica urbana con ulceras secas e indoloras pero multiples que
deja cicatrices desfigurantes después de desaparecer espontdneamente tras un afo. La
leishmaniosis lupoide o tuberculoide aparece como una forma crénica de la antroponotica
urbana; las lesiones pueden progresar y durar varios afios con una cicatriz con progresion
periférica destructiva y desfigurante. El diagnodstico en ocasiones no se confirma hasta
tardiamente debido a la escasez de amastigotes en las lesiones. La LC zoondtica o
zoonotica rural producida por L. major produce lesiones que pueden ser multiples en los
individuos no inmunes, lesiones inflamadas y ulceradas que curan entre los dos y los ocho
meses dejando grandes cicatrices. Finalmente, L. aethiopica produce una leishmaniosis
con lesiones nodulares localizadas de evolucidn lenta, sin ulceracién o con ulceracion
tardia, a veces en la region oronasal, con cura espontdneamente entre los dos y los cinco
afos. La LC difusa causada por L. aethiopica, forma papulas, nddulos y placas cutaneas

muy diseminadas con infiltraciones difusas, engrosamiento de las cejas y de los 16bulos
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de las orejas, dando un aspecto similar al de la lepra. No cura espontdneamente y hay
recidivas frecuentes tras el tratamiento. En inmunodeprimidos y coinfectados con VIH
este cuadro también puede aparecer con otras especies de Leishmania como agente

etiologico (“Leishmaniosis,” n.d.; Murray et al., 2005).

La leishmaniosis mucosa del Viejo Mundo es rara y puede ser causada por
cualquier especie. En ocasiones, aparece en India o Sudéan en pacientes con LV o PKDL
o coinfectados con VIH. En estos casos, las lesiones laringeas se cronifican (Al-Salem,

Herricks, & Hotez, 2016; Monge-Maillo, Norman, Cruz, Alvar, & Lopez-Vélez, 2014)

Nuevo Mundo

En el Nuevo Mundo, la LV puede ser también endémica o esporadica, igualmente
producida por L. infantum y siendo muy similar a la del Viejo Mundo. La mayoria de los
casos se producen en menores de diez afios, aunque también puede verse en los adultos.
La PKDL es rara y lo mas frecuente son las infecciones asintomaticas y las formas leves.
La malnutricidn, factores genéticos, otras infecciones y el VIH son factores importantes

en su difusion.

La LC del Nuevo Mundo exhibe una amplia gama de formas clinicas y multiples
especies de Leishmania. Son procesos cutaneos o mucocutaneos con lesiones que pueden
ser localizadas o diseminadas, difusas y atipicas. En las localizadas, las lesiones pueden
aparecer en cualquier parte del cuerpo iniciandose, generalmente, en el punto de
inoculacion; a partir de ese momento se extienden y forman una lesion crateriforme.
Aparecen semanas, meses o afios después de la infeccion. Mientras que los pacientes de
L. mexicana curan entre los tres o cuatro meses, los de L. brazilensis, L. panamensis, L.
guayanensis 'y L. peruviana pueden curarse a partir de los seis meses. En las infecciones
de L. brazilensis y L. panamensis pueden darse casos de infecciones secundarias y
enfermedad mucosa. La leishmaniosis cutdnea por L. infantum suele ser atipica,

principalmente en Centroamérica y afecta a nifios mayores y a adultos jovenes.

La LMC, denominacioén aplicada exclusivamente al Nuevo Mundo, es producida
por el subgénero Viannia y las especies de L. brazilensis y L. panamensis. Se extiende
por Bolivia, Brasil y Peru. Aparecen lesiones metastasicas en la mucosa de la boca y de
las vias respiratorias altas, que pueden presentarse desde meses hasta veinte afios después

de la lesion cutdnea. Afecta a adultos jovenes, fundamentalmente a varones con
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malnutricién e inmunodeprimidos. Las lesiones primarias suelen aparecer por encima de
la cintura, grandes y multiples y con retardo en la curacion. Las lesiones nasales siempre
estan presentes y otros lugares de aparicion seglin su frecuencia son la laringe, paladar,
faringe, traquea y labio superior. En las fases finales aparecen graves mutilaciones y casi
nunca cura de forma espontanea. Las infecciones secundarias son frecuentes y suelen

conducir a la muerte por una neumonia intercurrente.

La LC difusa del Nuevo Mundo es similar a la del Viejo Mundo: no se observan
lesiones mucosas y tampoco cura de forma espontanea, siendo frecuentes las recidivas.

Esta forma sélo se asocia a las especies de L. mexicana y L. amazonensis.

La LC diseminada presenta numerosas lesiones nodulares o ulceras extensas
producidas por las especies de Leishmania brazilensis, panamensis, guayanensis y

amazonensis; pueden observarse desde veinte hasta cientos de lesiones cutaneas.

La PKDL aparece en todas las zonas donde L. donovani es endémica, con mas
frecuencia en Africa Oriental y en la India. Se observa entre el 10 y el 50% de los
pacientes con Kala-Azar. Aparece entre los seis meses y el ano tras la aparente curacion
de la LV y, a veces, al mismo tiempo. Se observan maculas pigmentadas que pueden
volverse papulares o nodulares especialmente en la cara, aunque también pueden verse
en la mucosa bucal, genital o conjuntival. Cura espontdneamente en algunos casos en
Africa, pero nunca en la India. Los brotes observados en Sudan han permitido establecer
la siguiente graduacion: grado 1, erupcion maculo-papular o nodular dispersa en la cara;
grado 2, erupcion maculo-papular o nodular densa; y grado 3, erupcion maculo-papular
o nodular densa en casi todo el cuerpo afectando al labio y al paladar (Zijlstra & Jorge

Alvar, 2012).

Los casos de coinfeccion con VIH merecen una mencion especial (Al-Salem et
al., 2016; Desjeux & Alvar, 2003). Tienen més probabilidad de sufrir la forma visceral
que va a mermar su capacidad de respuesta a los retrovirales. En los pacientes que
presenten inmunodeficiencia severa, la enfermedad va a presentar localizaciones atipicas
como el tubo digestivo, el peritoneo, el pulmon y el espacio pleural, y en muchos casos
afecciones esofagicas que cursan con disfagia y onicofagia. En el Nuevo Mundo, los
enfermos de SIDA con leishmaniosis tegumentaria simultanea presentan lesiones

multiples, polimorfas y recidivantes, formas difusas y PKDL asociadaa LV.
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En 2018 se notificaron en Europa mas de 200 casos importados, principalmente
de Africa y América. Los viajeros presentaron LC (generalmente adquirida en areas
especificas como Sudamérica). La LV es menos frecuente (adquirida en destinos
turisticos del sur de Europa como Espaiia, Italia, Grecia y Turquia) y se considera de
especial riesgo para inmunodeprimidos. La forma LMC es rara. En inmigrantes, la LC es
también la forma mas frecuente (Norman, Chamorro, Comeche, Pérez-Molina, & Lopez-

Vélez, 2020). (Mapas 1 y 2).

La leishmaniosis animal

Aunque la infeccion natural en roedores y canidos es mas comun (Alvar, Vélez,
Bern, Herrero, Desjeux, Cano, Jannin, & de Boer, 2012), el parésito puede infectar
liebres, marsupiales, quirdpteros, lagomorfos, procidonidos, felinos, perosidactilos y
primates. Los cénidos, los roedores y el hombre son las principales especies afectadas,
aunque la infeccion se ha descrito en muchos otros animales, incluidos gatos, ovejas,
cabras y caballos (“Leishmaniosis,” n.d.; Serra, Géllego, Ramis, Fondevila, & Ferrer,
2003). En los paises del sur de Europa, la leishmaniosis es causada por L. infantum, donde

los perros y el hombre son los huéspedes mas afectados.

Leishmaniosis canina

La LCan es causada por L. infantum (sin. L. chagasi, en América). Los perros
infectados constituyen el principal reservorio doméstico del pardsito y juegan un papel
clave en la transmision a los humanos. Lobos, zorros y chacales son portadores del
parésito y constituyen el ciclo salvaje (Javier Millan, Ferroglio, & Solano-Gallego, 2014).
Soélo el zorro, gracias a su sinantropia con los humanos, establece la relacion entre el ciclo
salvaje y el ciclo doméstico (Pennisi, 2015; Mird, et al, 2008; Saridomichelakis &

Koutinas, 2014).

L. infantum se transmite s6lo por la picadura de flebotomos (Coutinho & Linardi,
2007; Zanatta Coutinho et al., 2005). La existencia de parasitos en el semen y la orina
sugiere una nueva posibilidad (Turchetti, Souza, Paixdo, & Santos, 2014). En alguna
ocasion, sin embargo, se ha podido constatar la transmision de la enfermedad de forma

iatrogénica por transfusion sanguinea (De Freitas et al., 2000).
Los perros asintomaticos, con parasitos en la piel, son los auténticos portadores.
En general, la capacidad de los perros sintomaticos y asintomadticos para infectar
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flebotomos es muy alta (Alvar et al., 2004; Molina et al., 1994), lo que tiene un impacto
epidemioldgico muy grande (Solano-Gallego et al., 2011). Por otro lado, factores como
el estado de nutricion, la virulencia de la cepa del parasito, la capacidad vectorial de las
especies de flebotomos y cepas implicadas en la transmision, etc., pueden desempefiar un

papel en la intensidad de transmision en un foco especifico (Killick-Kendrick, 1990).

Entre los factores que determinan si la enfermedad progresa después de la
infeccion, el estado nutricional es critico debido a su efecto directo sobre el estado
inmunologico del hospedador (Saridomichelakis, 2009). Los factores genéticos también

contribuyen al desarrollo de la enfermedad (Moreno & Alvar, 2002).

La mayoria de los perros infectados presentan los sintomas caracteristicos de la
enfermedad. En la mayoria de los casos los 6rganos del perro se ven afectados y las
ulceras y los parches de calvicie estin muy extendidos, exhiben caquexia y la muerte es
el resultado de insuficiencia renal o hepatica, ademas de presentarse infecciones
oportunistas (Molina et al., 1994; Tavares Veras, Moth Fraga, Silva Solc, & Sampaio
Guedes, 2014).

El control de la LCan tiene como objetivo reducir el nimero de casos de LV
humana disminuyendo la prevalencia en perros. En general, las estrategias se basan en el
diagndstico precoz y tratamiento de perros infectados, cribado inmunoldgico y sacrificio
de perros seropositivos y, adicionalmente, utilizacién de los insecticidas dirigidos al
control de los flebotomos. Las medidas de control de infecciones deben estar enfocadas
principalmente a prevenir el contacto con el insecto vector, ya sea a través de barreras
fisicas (mallas finas en ventanas y perreras), barreras quimicas (repelentes), o
manipulacion (evitar la exposicion al creptsculo, eliminando material orgénico
peridomiciliar) (Ribeiro et al., 2018). La vacunacion contra LCan es una herramienta
reciente, pero desafortunadamente, las dos vacunas comerciales disponibles tienen una
moderada eficacia protectora (Ribeiro et al., 2018; Velez et al., 2020). No hay evidencia
cientifica de que el sacrificio de perros seropositivos pueda reducir la incidencia de
leishmaniosis. Sin embargo, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda
sacrificar perros infectados con L. infantum, pero al mismo tiempo reconoce la dificultad
de llevar a cabo esta medida en paises muy sensibles con los animales (Desjeux, 2004).
Por tanto, la vacunacién frente a la leishmaniosis, asociada con insecticidas topicos, es

sin duda la forma mas eficaz de prevencion y control de la LCan ( Gonzalez et al., 2015).
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Reservorios

El reservorio se define como el sistema ecoldgico en el que un agente infeccioso
vive persistentemente. La mayoria de las leishmaniosis son zoonosis y los reservorios son
mamiferos distintos del hombre. El hombre simplemente actia como un huésped

accidental (Ashford, 1997).

Las condiciones requeridas para el mantenimiento de todas las especies de
Leishmania son, en general, similares, por lo que algunas especies de mamiferos son
reservorio para mas de una especie de Leishmania. En la actualidad se sabe que un
pequeiio nimero de especies de mamiferos actilan como reservorios, aunque muchas otras

especies se infectan e incluso pueden presentar lesiones.

Entre los reservorios domésticos y peridomésticos, el perro ocupa un lugar
especial con respecto a L. infantum, aunque también puede ser infectado por otras
especies de Leishmania con caracter accidental (L. tropica, L. majory L. braziliensis). La
gran cantidad de brotes de leishmaniosis canina sin casos humanos explica la gran
distribucion tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo. Por otro lado, la gran versatilidad
de L. infantum le permite ser vehiculada por gran numero de especies de flebotomos. Los
perros infectados, alin asintomadticos (aproximadamente un 50%), son muy infecciosos
para los vectores (Laurenti et al., 2013; Souza, Turchetti, Fujiwara, Paixdo, & Santos,

2014).

Con respecto a los canidos salvajes que actuan como reservorios, en el Viejo
Mundo destacan el zorro, el chacal, y el lobo, infectados por L. infantum (Alvar et al.,

2004; Javier Millan et al., 2014).

Rhombomys opimus (el jerbo grande) participa en el ciclo de L. major en Asia
Central, pero no todas las leishmanias de este reservorio son infectivas para el ser
humano. El gran jerbo de las estepas de Irdn, el norte de Afganistan, Uzbekistan y
Tayikistan aina muchas de las caracteristicas de un reservorio ideal para la leishmaniosis.
La especie es gregaria, viviendo en densas colonias que ocupan extensos sistemas de
madrigueras que proporcionan temperatura y desechos organicos adecuados para muchos
ocupantes, incluidos los flebotomos. El gran jerbo es el reservorio de L. major y tiene dos
especies propias, L. turanica 'y L. gerbilli. Todos causan sintomas similares consistentes

en lesiones cutaneas en zonas con menos pelo como la cabeza, las orejas o la base del
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rabo. En algunas ocasiones los parésitos se visceralizan. La infeccion humana proviene
de vivir cerca de colonias de R. opimus. En las comunidades humanas asentadas, este
puede ser un problema menor que afecta solo a los nifios pequefios, que luego son
inmunes antes de que la desfiguracion se vuelva importante. S6lo los casos graves o las

infecciones en personas mayores son graves (Burza, Croft, & Boelaert, 2018).

Psammomys obesus (rata gorda de arena o jird gordo) también es reservorio de L.
major en Asia Occidental y Africa septentrional. Los arbustos quenopodiaceos halofilos
juegan un importante papel en el ciclo epidemiologico pues limitan su habitat. Este roedor
se distribuye a través del semidesierto en la franja norte del Sahara desde Mauritania a
Egipto, asi como Israel, Palestina, Jordania, Arabia Saudita y Siria. P. obesus es el
principal reservorio de L. major y la fuente de epidemias de leishmaniosis en dicha zona.
Este roedor también puede verse infectado por L. arabica, aunque no se sabe que

produzca enfermedades en humanos.

Las poblaciones de hyrax o damanes (mamiferos herbivoros del orden Hyrcoidea)
son reservorios de L. aethiopica en Africa oriental, L. inominata en Namibia y L. tropica

en Israel y Arabia Saudi (Millan et al., 2011; Roque & Jansen, 2014).

Ademas de los reservorios reconocidos, Otolymys phyllotis (rata trepadora
orejuda) y Neofoma micropus (un roedor), son reservorios de L. mexicana. Los
reservorios naturales de L. amazonensis incluyen marsupials, edentates (mamiferos

sudamericanos sin dientes) y otros carnivoros y roedores. (Urba Gonzélez et al., 2015)

Epidemiologia

La distribucion de todas las especies de Leishmania que infectan a los humanos,
sus vectores y reservorios son ampliamente conocidas (Ashford, 1996; Killick-Kendrick,

1999; OMS, 2010; Ready, 2013).

La transmision de Leishmania es ciclopropagativa e implica interacciones entre el

parasito, el vector y un hospedador vertebrado sensible. (Ashford, 1997)

El contacto vector-hospedador depende de una combinacion de factores. Para el
flebotomo se trata de preferencias de habitat, comportamiento de agregacion, distribucion
horizontal y vertical, distribucién estacional y comportamiento alimentario. Para el

hospedador vertebrado, incluidos los humanos, estos factores son la exposicion (habitat),
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los ciclos de actividad, el comportamiento defensivo, y el tipo y ubicacion del nido (Lane,

1993)

Para que un vector competente transmita parasitos infecciosos a un hospedador
susceptible, debe haber al menos alguna superposicion temporal en sus respectivos
habitats de modo que el vector tenga la oportunidad de alimentarse del huésped. Esta
situacion se representa perfectamente en los ciclos enzodticos que implican so6lo un
huésped reservorio, como en el caso de la LV enzodtica causada por L. chagasi en la
region amazonica de Brasil. Estos escenarios también se producen en la LV antropondtica
causada por L. donovani en Kenia, Sudan, India y Nepal, asi como en la LC antroponotica
causada por L. tropica en algunas ciudades y pueblos del Medio Oriente donde los seres
humanos son el tinico o principal reservorio y fuente de infeccion (“Leishmaniosis,” n.d.;

P. Ready, 2014).

La transmision de L. major por P. papatasi en la cuenca mediterranea y Asia
meridional y central, y por P. duboscqi en el Africa subsahariana, representan ciclos
zoonoOticos en los que los seres humanos son huéspedes accidentales o secundarios. Los
seres humanos se infectan accidentalmente cuando sus viviendas y actividades invaden
los del vector y el reservorio primario (Aklilu et al., 2017). La LC causada por L. major
en la costa norte del Mar Muerto implica la presencia de dos hospedadores: Psammomys
obesus, cuyas colonias se ubican lejos de las aldeas y no facilitan la llegada del vector,
asi como P. papatasi hasta el ser humano como segundo hospedador (Salam, Al-Shagha,

& Azzi, 2014).

Aunque la LV se conoce en 74 paises, el 90 % de los casos aparecen en seis de
ellos: India, Bangladesh, Sudén, Sudan del Sur, Etiopia y Brasil (OMS | Leishmaniosis,
2017). La LV es causada principalmente por L. infantum y L. donovani, pero otras
especies como L. tropica y L. amazonensis también pueden invadir las visceras. La
enfermedad causada por L. infantum es una zoonosis, mientras que la causada por L.
donovani es una zoonosis en Africa oriental y una antroponosis en el continente indio

(OMS, 2010).

La LV esta muy extendida en Africa Oriental con varios focos en Etiopia, Kenia,
Somalia, Sudéan del Sur, Sudan y Uganda. Fuera de esta subregion, se han notificado casos
esporadicos en Chad, Niger, Burkina Faso y Gambia. Provoca brotes frecuentes en las

areas de sabana y bosques donde los mosquitos viven alrededor de los monticulos de
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termitas y en las grietas del suelo. La LC aparece en Africa occidental y oriental (P. G.

Lawyer & Perkins, 2000).

La LV es la enfermedad de los mas pobres entre los pobres, principalmente en el
subcontinente indio y Africa oriental. La pobreza, que incluye viviendas deficientes y
malas condiciones sanitarias, ayuda a aumentar la poblacion de vectores y su contacto

con los seres humanos (Oryan & Akbari, 2016).

La transmision de Leishmania esta influenciada por factores meteorologicos y de
comportamiento que conducen a una epidemiologia compleja. La topografia y la
cobertura vegetal son indicadores de riesgo muy importantes. El contacto entre humanos
y flebotomos aumenta en aldeas situadas en colinas rocosas y a orillas de rios en Africa
oriental, en las areas de transmision de L. aethiopica (Reithinger, 2016), asi como en las
casas situadas en la periferia de una aldea cerca del bosque en el caso de L. guyanensis
en América. Tanto los machos como las hembras de flebotomos adultas necesitan
carbohidratos para obtener energia y prolongar su longevidad (Killick-Kendrick, 1999;
Lewis & Domoney, 1966). Ademas de los azucares, requieren de una o mas ingestas de
sangre para cada lote de huevos puestos en las ovoposiciones. La intensidad luminica, la
temperatura ambiente, humedad relativa, movimiento del aire y otras condiciones fisicas
adecuadas estimulan a las hembras a buscar fuentes de sangre (Williams, 1970; Young &
Lawyer, 1987). Asi, un minimo movimiento del aire junto con otras condiciones Optimas
puede aumentar la actividad de picar: en algunos focos, las tasas de picadura pueden ser
>1.000/h, pero <1/h en otros. Las velocidades del viento > 1.S m / seg. inhiben el vuelo,
y cesa completamente en vientos > 4-S m / seg. (Lane, 1993). La mayoria de las especies
de flebotomos vuelan horizontalmente cerca del nivel del suelo, aunque algunas que
habitan el bosque también se mueven verticalmente entre el suelo del bosque y el dosel
raramente mas de 200 de su lugar de descanso (Alexander, 1987; Ready, 2013; Tesh et
al., 1974). En los habitats de sabana y semidesierto tipicos del Viejo Mundo, los rangos
de vuelo pueden ser mas largos. La mayoria de las especies antropofilicas se alimentan al
anochecer y durante la noche, cuando las temperaturas bajan y la humedad relativa
aumenta (Fraihi et al., 2017; Killick-Kendrick, Wilkes, Bailly, Bailly, & Righton, 1986;
Marayati et al., 2015; Schlein et al., 1990).

En Europa, la LV causada por L. infantum aparece en la region mediterranea. Los

perros son los principales reservorios del pardsito, pero también se han encontrado otros
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animales como zorros (Vulpes vulpes), ratas negras (Rattus rattus), liebres (Lepus
europaeus 'y Lepus granatensis) y conejos (Oryctolagus cuniculus) (Maia & Campino,
2011; Pennisi, 2015). En esta region la LV esté restringida principalmente a los nifios; sin
embargo, los adultos VIH positivos llegan a ser el 50% del total de pacientes infectados.
L. infantum, ademas de causar LV, también ha sido relacionada como agente de LC en
varios paises alrededor del Mar Mediterraneo, asi como en Kirguistdin y Mauritania.
Debido a los viajes de perros y humanos, y a la reubicacion de perros del sur a Europa
central, la enfermedad tiene el potencial de propagarse a areas templadas del norte,
principalmente Austria, Suiza y Alemania (Mansueto, Seidita, Vitale, & Cascio, 2014).
Generalmente, los parésitos se transmiten por P. ariasi y P. perniciosus en Francia, éstos
dos mas P. perfiliewi 'y P. neglectus en Italia, y algunos otros también se han sospechado
como vectores en otros paises (Ready, 2010). La LV causada por L. infantum esté
ampliamente distribuida en Asia Central y China, y varias especies del género

Phlebotomus se consideran vectores (Board, 2001).

En Oriente Medio, desde Turquia hasta Afganistan, la LV y la LC pueden ser
causadas por varias especies de Leishmania ayudadas por muchos vectores y reservorios
de L. infantum (perros y roedores). L. tropica y L. infantum, principalmente, han sido
aisladas de pacientes humanos con LV, la altima siendo aislada de hamsteres salvajes

(Cricetus cricetus) junto con L. donovani (Jacobson, 2011).

En América, se producen mas de 5000 casos de LV al afio (Alvar, Vélez, Bern,
Herrero, Desjeux, Cano, Jannin, & de Boer, 2012), de los cuales el 96 % se detecta en
Brasil; también se estd extendiendo al norte de Argentina y Paraguay, Colombia,
Venezuela y algunos paises centroamericanos. Lutzomyia longipalpis es el vector
primario en la mayoria de los focos de LV. Sin embargo, otras especies como Lu. cruzi
(en Brasil), Pifanomyia evansi (en Colombia) y Migonemyia migonei (en Argentina y
Brasil) también pueden estar involucradas en algunos focos, principalmente en areas sin
Lu. longipalpis. Los perros son los reservorios mas importantes y a veces se han

encontrado infectados perros salvajes y zarigiieyas (Roque & Jansen, 2014).

La LV causada por L. donovani se distribuye por el noreste de la India,
Bangladesh, Butan y Nepal, donde P. argentipes, asociado principalmente al ganado, es
el vector principal. También se han encontrado casos de LV y/o LC atribuidos a L.

donovani en algunos paises de Oriente Medio (Israel, Irak, Arabia Saudita, Yemen), en
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China y en Europa (Ucrania) (OMS, 2010). En el este de Africa, L. donovani esta
ampliamente distribuida. La enfermedad en Sudén es transmitida principalmente por Ph.
orientalis en las areas con predominio de bosques de acacias, mientras que P. martini es
el vector en la sabana con monticulos de termitas (Ready, 2013). Aunque los perros son
muy atractivos para P. orientalis y pueden infectarse con L. donovani, no se consideran

reservorios importantes de este parasito (Alvar et al., 2004).

La pandemia del VIH influyd en la aparicion de leishmaniosis, en particular de la
LV (Desjeux & Alvar, 2003). En Europa, fueron los VIH positivos que viven en zonas
rurales los mas expuestos a la infeccion y al desarrollo de la enfermedad. En Brasil, la
difusion del VIH desde las grandes ciudades a las mas pequenas y a las zonas rurales se
acompaii6 de la difusion de la leishmaniosis (Rabello, Orsini, & Disch, 2013). También
se ha detectado, en el sudoeste de Europa, la transmision de Leishmania a través de la
transfusion de sangre en humanos y entre los consumidores de drogas intravenosas

(Desjeux & Alvar, 2003).

Se ha sospechado del papel de las garrapatas (Ixodoidea) y pulgas (Siphonaptera)
como posibles vectores de L. infantum, principalmente en areas con ausencia de los
flebotomos (Coutinho & Linardi, 2007). L. infantum puede permanecer viable en otros

artropodos, aunque no hay pruebas de que puedan actuar como vectores.

Se han publicado varios casos de transmision congénita de L. donovani y L.
infantum en humanos (Figueird-Filho et al., 2004) y de L. infantum en perros en los EEUU
(Grinnage-Pulley, Scott, & Petersen, 2016). Las lesiones en el tracto genital de perros
machos positivos a la presencia de L. infantum indican la posibilidad de una transmisioén
venérea (Maia & Cardoso, 2015). La reciente constatacion en Finlandia de tres casos
autoctonos de LV en perros, probablemente infectados por contacto con un perro que
acompaind a sus duefios en una visita a Espafia, pone de relieve la posibilidad de
transmision directa del parasito y la necesidad de prestar atencion a la posibilidad de la

aparicion de casos en zonas sin problemas de flebotomos (Maia & Cardoso, 2015).

La LC estd ampliamente distribuida y en expansion en todos los continentes
condicionada por las actividades humanas, como proyectos agricolas, deforestacion,
migracién y cambios climaticos. Es probable que existan nuevas especies que circulen
entre los mamiferos silvestres y que terminen infectando a los humanos. L. siamensis, se
ha asociado a la LV, la LC y la LC diseminada en humanos infectados por el VIH en

Pagina 26 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



Tailandia, encontrdndose una especie similar infectando caballos en Europa central

(Miiller et al., 2009).

L. braziliensis, transmitida por varias especies de flebotomos causa la mayoria de
los casos de LC en el Nuevo Mundo. Los roedores se consideran reservorios importantes,
pero se han encontrado zarigiieyas (Didelphimorphia) y otros mamiferos infectados. Los
perros pueden estar infectados pero no parecen constituir buenos reservorios; también se
han encontrado gatos y burros infectados (Maia & Campino, 2011; Pigott, Bhatt, Golding,
Duda, Battle & Brady, 2014; Ready, 2014).

Patologia

Las infecciones y las enfermedades parasitarias son dos situaciones distintas
originadas a partir de un mismo proceso. El parésito es una condicion necesaria pero no
suficiente para iniciar una enfermedad parasitaria. La enfermedad parasitaria resulta de la
presencia de determinado pardsito en determinado hospedador, en determinada
poblacion, en determinado ambiente, y a lo largo de un periodo de coevolucion vital

particular de ambos protagonistas.

Los primeros intentos de clasificar las formas clinicas de leishmaniosis datan de
principios del siglo XX. Las diferentes formas clinicas en pacientes afectados por LC
inducen a un diagndstico erroneo. La clasificacion historica y clasica de la leishmaniosis
es: visceral (Kala-azar) producida por la especie L. donovani, cutdnea (el Boton de
Oriente) producida por L. tropica y forma mucocutdnea (cutanea) producida por L.
braziliensis. Esta clasificacion se hizo exclusivamente observando el comportamiento
clinico y evolutivo de la enfermedad. Sin embargo, existe una estrecha relacion entre la
aparicion de diferentes formas clinicas de la enfermedad y factores relacionados con la
especie y cepas del parasito, habitos del vector, factores relacionados con la respuesta

inmune del huésped y con la interaccion huésped-parasito (Davies et al., 2017).

Por tanto, la expresion de la leishmaniosis depende de una compleja interaccion
entre el tipo de especie infectante y la respuesta inmune del huésped. La interaccion entre
Leishmania y la respuesta del huésped humano se manifiesta no sélo por el desenlace
clinico o subclinico de la enfermedad, sino también por las tasas de curacion espontanea

y de recurrencia (Eldridge & Edman, 2004).

Pagina 27 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



Patogenia

Las diversas manifestaciones clinicas de Leishmania son el resultado de la
interaccion entre el tipo de especie infectante y la respuesta inmune del huésped. Esta
variabilidad hace que algunas especies estén mas adaptadas para atacar la piel y otras para
invadir 6rganos viscerales; en concreto, sigue sin conocerse perfectamente la causa de la

afinidad del parasito por los macréfagos y sus receptores especificos.

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniosis, si las hay, estan influenciadas
por la capacidad del huésped para desarrollar una respuesta inmunitaria eficaz que, en

gran medida, esta determinada por factores genéticos y adquiridos.

Los neutroéfilos son las primeras células que hacen frente a las leishmanias en el
lugar de su inoculacién por los flebotomos. Los linfocitos citotdéxicos naturales NK
(“natural killer”), influyen en el curso de la infeccion y de la enfermedad. La participacion
de los neutrofilos en la infeccion potencia la patogenia de algunas especies de Leishmania
(como L. major), mientras que contribuyen a la proteccion frente a otras especies (como

es el caso de L. donovani y L. amazonensis) (Burza et al., 2018).

Los modelos murinos de LC y LV han demostrado que las células CD4" T-helper
1 desempefian un papel fundamental en el control de la infeccion a través de una
interaccion con las células presentadoras de antigenos expuestas a los protozoos de
Leishmania, 1o que da como resultado la liberacion del interferon IFN- v; éste, a su vez,
estimula a los macrofagos activados para que produzcan 6xido nitrico, lo que provoca la
destruccion intracelular de los amastigotes de Leishmania. Su eficacia depende de la
cantidad de 6xido nitrico liberado y de la magnitud de los efectos supresores de la
interleucina IL-10 producida por las células T reguladoras. Los polimorfismos en los
genes implicados en dichas interacciones inmunitarias pueden desempefiar un papel en el
pleiomorfismo clinico demostrado por la leishmaniosis (Alexander & Brombacher, 2012;

Reed & Scott, 1993).

Las respuestas inmunitarias tanto excesivas como deficientes pueden conducir a
presentaciones cronicas de la enfermedad. La inmunodepresion mediada por la infeccion
durante la LV deja al huésped indefenso ante una carga masiva de parésitos, y el aumento
de la hipersensibilidad mediada por células produce enfermedad cutanea y mucosa,

cronica y desfigurante. Ademas, las condiciones inmunosupresoras adquiridas pueden
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modular la expresion de la leishmaniosis. De hecho, los pacientes infectados por el VIH
tienen una mayor susceptibilidad a la LV, incluso habiendo sido infectados por especies
con afinidad cutdnea. Ademads, en ocasiones su expresion carece de las manifestaciones
clasicas y, a su vez, empeora la inmunosupresion cronica subyacente conduciendo a la

progresion al SIDA (Al-Salem et al., 2016; Okwor & Uzonna, 2013).

En la LV se produce una hiperplasia reticuloendotelial tras la infeccion por L.
donovani o L. infantum que afecta al bazo, higado, mucosa del intestino delgado, médula
Osea, ganglios linfaticos y otros tejidos linfoides. La vida de los leucocitos y los eritrocitos
se reduce, con la consiguiente granulocitopenia y anemia. La funcioén hepatica puede ser
normal o encontrarse alterada. La parasitacion intestinal y la ulceracion o la enteritis
secundaria pueden producir diarrea. En fases avanzadas son habituales las infecciones
intercurrentes como neumonia, disenteria y tuberculosis, siendo causas frecuentes de
muerte. La relacion entre infecciones asintomaticas y casos clinicos varia de 1:2,6 en
Sudén a 50:1 en Espafa, y estd fuertemente influenciada por las especies de parasitos y

la nutricion (Alvar, Yactayo, & Bern, 2006; “Leishmaniosis,” n.d.).

La PKDL es una complicacion de la LV. Se desencadena por los propios
mecanismos inmunitarios, apareciendo zonas aisladas con una reaccion granulomatosa y
escasos parasitos en las formas maculares, y considerable infiltracion por histiocitos,
edema, proliferacion capilar y numerosos parasitos en las formas eritematosa y nodular

(Zijlstra, 2016).

En la LC difusa aparece hipersensibilidad cutanea de tipo retardado mediada por
células de caracter mas débil que en la LC localizada. En la LC difusa hay ausencia de
inmunidad celular y se caracteriza por una intensa infiltracion dérmica por macrofagos

(Reithinger et al., 2007b).

En la LMC hay lesiones histologicas similares a las observadas en la LC, es decir,
predomina una reaccion celular exudativa inespecifica. Se caracteriza por una intensa

hipersensibilidad cutanea retardada.

Varios genes estan implicados en la susceptibilidad a la enfermedad en la LV
humana. Los estudios sobre kala-azar causada por L. donovani en areas endémicas de
Sudan (Mohamed et al., 2003) demostraron que existe una base genética compleja para

la susceptibilidad a desarrollar LV en humanos. Esta base genérica involucra varios
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mecanismos y genes adicionales relacionados con la interleucina IL-4 y el interferén IFN-

v (Davies et al., 2017).

En los perros, la LCan se caracteriza por periodos de incubacién generalmente
largos (de 2 meses a afos), una evolucion sistémica debido a la infeccion de macrofagos
en todos los tejidos y organos, y alteraciones por una respuesta inmune exacerbada con
una hiperproduccion de anticuerpos y deposicion de inmunocomplejos con uveitis,
vasculitis y glomerulonefritis. La genética del hospedador desempeila un papel
importante en la susceptibilidad o resistencia a la LCan (Mohamed et al., 2003; Rupert,
Quinnell et al., 2003). Asi, estudios epidemioldgicos en poblaciones caninas de sabueso
ibicenco sugirieron que la genérica juega un papel en la resistencia al desarrollo de la
enfermedad (desarrolla una respuesta inmune principalmente celular y muy raramente
desarrolla una enfermedad clinica) (Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, Bourdeau, &

Ferrer, 2008).

Tratamiento

La enfermedad cutanea LC cura por reepitelizacion con cicatrizacion. En el Viejo
Mundo, la mayoria de las lesiones autocuran en 2-4 meses (las causadas por L. major) o
de 6 a 15 meses (las causadas por L. tropica). La LC por L. major autocura con rapidez.
Se trata para acelerar la curacion, reducir la cicatrizacion, especialmente en los sitios
estéticos, y para intentar prevenir la diseminacion o la recaida. En el caso de L. tropica,
la infeccion no se cura rapidamente en solitario y puede ser dificil de tratar. El tinico
tratamiento eficaz se consigue con los antimoniales pentavalentes intravenosos (Sb5")

(Murray et al., 2005).

En la LC del Nuevo Mundo, la autocuracion es rapida después de 3 meses en el
caso de L. mexicana (>75 %), pero lenta en infecciones por L. braziliensis (10 %)y L.
panamensis (35 %). El tratamiento se realiza especialmente para evitar secuelas
desfigurantes en lesiones mucosas (Reithinger et al., 2007b; Torres-Guerrero,

Quintanilla-Cedillo, Ruiz-Esmenjaud, & Arenas, 2017).

El tratamiento de la LMC se realiza con antimoniales durante 28 dias,
alcanzéndose una tasa de curacion de alrededor del 75% en pacientes con formas leves o

moderadas (Murray et al., 2005).
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Tanto en la LC como en la LMC, las manifestaciones fisicas tardan en mejorar
con cualquier tratamiento, pero el tamafio de las lesiones disminuye en al menos dos
tercios a las 6 semanas. Los pacientes deben mantenerse en observacion durante 6-12

meses para mostrar una curacion completa y sin recaida.

En el tratamiento de la LV, el antimonio sigue siendo la piedra angular terapéutica
en todas las regiones excepto en Bihar (India), que supone alrededor del 90 % de los casos
de la India y alrededor del 45 % de los casos del mundo; y el sur de Europa. El antimonio
es efectivo, pero tiene inconvenientes bien reconocidos: costo, larga duraciéon y
reacciones adversas. La pentamidina resulto ser un sustituto insatisfactorio del antimonio
en la India. El desoxicolato de anfotericina B convencional es muy eficaz, especialmente
responde bien el Kala Azar indio. El primer tratamiento oral eficaz para la LV es la

miltefosina, incluso para la infeccion resistente al antimonio (Aronson et al., 2016).

La mayoria de los pacientes responden con mejoria clinica después de 7-10 dias.
Sin embargo, el 5-10 % no responde o muere durante el tratamiento debido a que la
enfermedad esta muy avanzada, a una enfermedad intercurrente o a la toxicidad por
farmacos; entre el 5 y el 10% de los pacientes aparentemente curados recaen,
produciéndose mas a menudo dentro de los 6 meses posteriores al tratamiento

(“Leishmaniosis,” n.d.).

Prevencion y control

Los enfoques para prevenir la enfermedad se centran en evitar la transmision
mediante el control de los vectores y la reduccion del contacto humano con fleb6tomos
infectados, asi como, en el control de reservorios mediante la reduccion del nimero de
animales infectados. Aunque el mayor grado de atencidn se centra en la prevencion de la
LV por ser la principal causa de muerte por leishmaniosis, la LC también se tiene en

cuenta (Murray et al., 2005).

Resulta prioritario establecer nuevas estrategias de prevencion con la mejora de la
educacion sanitaria y el tratamiento y la gestion de los casos. La falta de acceso a
medicamentos adecuados y el incumplimiento de los protocolos, merman la eficacia en

la gestion de los casos facilitando la aparicion de resistencias a los medicamentos.

El uso de insecticidas para reducir el numero de flebotomos es esencial para

reducir el namero de casos de LC. Sin embargo, se plantea si es mejor usar insecticidas
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pararociar las paredes internas de las casas o usar mosquiteras, sabanas o cortinas tratadas
con insecticida (Crum et al., 2005), incluso mejorar la proteccion personal con ropa
tratada con insecticida (Urba Gonzalez et al., 2015). Con respeto al control de los
reservorios, también se ha ensayado el sacrificio de perros como medio para de reducir la

LV (Courtenay et al., 2002).

Las decisiones de gestion sanitaria (programas de control) deben tener en cuenta
la epidemiologia y el comportamiento de los flebotomos locales, asi como la diversidad
de escenarios de transmisién (incluidos los reservorios vectoriales y animales o
humanos). Asi, como medidas importantes de control se cita: la erradicacion del vector
mediante insecticidas, la eliminacion de aguas estancadas, el uso de repelentes de
insectos, las medidas de profilaxis para evitar las picaduras (ropa gruesa de manga larga
que se pueda impregnar con insecticidas, y pantalones largos) y también, evitar paseos

nocturnos en zonas epidémicas (Reithinger, 2016).

Vacunas

Se han depositado grandes esperanzas en el desarrollo de una vacuna para el ser
humano basandose en que la recuperacion de la infeccion se suele acompafiar de una
fuerte inmunidad, lo que se ha puesto de manifiesto en los animales de experimentacion.
Sin embargo, los mecanismos genéticos implicados en la inmunorregulacion son mas
complejos en los seres humanos que en los ratones, y puede existir susceptibilidad

genética a diferentes formas de leishmaniosis (“Leishmaniosis,” n.d.).

El principio fundamental de la inmunorregulacién de la leishmaniosis es que el
parésito, que se replica en los macrdéfagos inactivos, es destruido por los macrofagos
activados (Von Stebut & Tenzer, 2018). Se estan investigando varios tipos de vacunas:
con parasitos enteros muertos o atenuados, péptidos sintéticos o recombinantes, y
vectores de vacunas vivas recombinantes, con o sin citocinas u otros adyuvantes
(Schroeder & Aebischer, 2011). También ha utilizado la leishmanizacion, o inoculacion
intradérmica intermitente de promastigotes virulentos de L. major procedentes de cultivos
frescos, aunque este procedimiento puede producir lesiones cutdneas graves (Scott &

Novais, 2016).

Las vacunas de primera generacion contra la leishmaniosis se hicieron con

extractos de parasitos o parasitos enteros muertos (Schroeder & Aebischer, 2011). Los
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primeros intentos de desarrollar vacunas de este tipo contra la LC se han llevado a cabo
en Brasil, Colombia, Ecuador, Republica Isldmica de Iran y Venezuela, y contrala LV en
Sudan (Gradoni, 2015; Mendonga, 2016). Se han probado tres vacunas: una basada en L.
amazonensis en Brasil, otra con L. mexicana producida en Venezuela, y una tercera con
L. major producida en la Republica Islamica de Iran (Gilchrist, 1999). Los resultados han
sido negativos o no concluyentes con respecto a la profilaxis, pero alentadores en

indicaciones terapéuticas (OMS, 2010).

Las vacunas de segunda generacion consisten en vacunas genéticas o con
proteinas recombinantes como la LEISH-F2, y podrian adoptarse para la prevencion de
la leishmaniosis humana. Recientemente, las vacunas vivas atenuadas y de ADN han
inducido una respuesta inmunitaria adecuada contra las infecciones por L. infantum'y L.
donovani (Dantas-Torres et al., 2019; Moafi, Sherkat, Taleban, & Rezvan, 2019). Las
ventajas que supone la capacidad de manipular el genoma de Leishmania al introducir o
eliminar genes tiene el potencial de hacer que las vacunas vivas atenuadas sean mucho

mas factibles (Pandey, Kumar, & Samant, 2020).

Por lo que se refiere a las vacunas contra la leishmaniosis canina (LCan), debe
inducir una inmunidad celular fuerte y duradera dominada por Th1, al tiempo que reduzca
la carga de parésitos en los perros para disminuir su capacidad de transmision a los
flebotomos (Alvar et al., 2013). CaniLeish® (Virbac, Francia) es la primera vacuna LCan
en obtener licencia en Europa, habiendo sido aprobada por la Agencia Europea del
Medicamento (EMA) en 2011. Es una vacuna de segunda generacion compuesta de
proteinas de L. infantum. Recientemente, la EMA ha autorizado la vacuna LetiFend ®
(Laboratorios Leti, Espafia), teniendo como base la proteina Q, una proteina recombinante
formada por la fusion de cinco fragmentos antigénicos de proteinas intracelulares de L.
infantum (Oliva et al., 2014). Brasil se convirti6 en el primer pais del mundo en ofrecer
vacunas comercialmente disponibles para inmunizar perros contra L. infantum (Carcelén
etal., 2009) . En 2003, el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento de Brasil
(MAPA) autorizo la vacuna Leishmune® (Zoetis) que esta compuesta de una fraccion de
GP63 de L. donovani que porta un ligando Fucosa—Manosa (FML) y como adjuvante
QuilA (Quilloja saponaria). En 2014 el ministerio de Agricultura de Brasil decide retirar
la produccion de la vacuna y licencia por la falta de eficacia en ensayos de fase III. En
2007, el MAPA (Brasil) autorizd el uso de la vacuna Leish-Tec ® (Hertape SA) que

contiene una proteina recombinante de amastigotes, que actualmente es la Uinica vacuna
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comercial disponible contra LCan en Brasil (Fabricio Marcal do Nascimento, Dias de
Moura, Luis Souza dos Santos, C Vallur, & do Socorro Pires ¢ Cruz, 2021) (Tabla 3).
Estas vacunas han reducido la gravedad de la enfermedad clinica en el perro, pero no han

reducido las tasas de transmision.

Nombre comercial/con licencia Antigenos/adyuvantes
CaniLeish®/Virbac Proteinas excretadas-secretadas de L.
infantum (LiESP) / QA21
Calibre Leish-Tech®/Hertape Proteina recombinante A2 de L. donovani /Saponina
Leishmune®/Zoetis (temporalmente Ligando Fucosa-Manosa (FML) de L. donovani /QS21
suspendida)
LetiFend®/Leti + MSD-Salud Animal Proteina Q recombinante de L. infantum/Ninguna

Tabla 3. Vacunas frente a la LCan, vacunas comercializadas. Modificada de (Reguera, et al, 2016)

Control

Control de vectores

El objetivo de reducir la leishmaniosis humana en los programas de control
consiste en interrumpir la transmision de la enfermedad controlando los flebotomos
vectores, principalmente en los habitats de transmision doméstica y peridoméstica. Entre
los procedimientos de control tenemos la utilizacion de los productos quimicos, la gestion
del medio ambiente o la proteccion personal. Aunque algunos pueden tener un importante
efecto, es recomendable que el control combine mas de un método en una estrategia
integrada de control de los vectores. Esos conjuntos de medidas dependen del buen
conocimiento de la epidemiologia local de la leishmaniosis (en particular si su
transmision es antroponoética o zoondtica) y de un conocimiento detallado de las especies
de vectores implicadas, sus habitats (peridomésticos o selvaticos), radio de wvuelo,
reservorios preferidos para alimentarse, lugares de reposo, ritmos circadianos y
estacionalidad. El control de las leishmaniosis se ha integrado a menudo con el de otras
enfermedades transmitidas por vectores y combinan intervenciones y recursos para hacer
frente a varias enfermedades (por ejemplo, el paludismo, el dengue o la filariasis) en una

determinada zona (OMS, 2017c¢).

Los principales métodos para controlar los flebotomos con insecticidas son la

fumigacion de interiores con insecticidas de accion residual, la fumigacion de los lugares
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de reposo de las especies selvaticas, la utilizacion de materiales impregnados con
insecticidas (mosquiteros de cama y cortinas), y los collares para perros impregnados con

piretroides.

En la actualidad, el control de los flebotomos depende principalmente de los
piretroides. La tnica resistencia de los flebotomos a los insecticidas es al organoclorado
DDT (diclorodifeniltricloroetano) en la India (Murray et al., 2005; OMS, 2017c). Es
posible que se hayan desarrollado resistencias a los piretroides en zonas donde se hayan
utilizado durante mucho tiempo, por lo que la rotacion de insecticidas a intervalos

apropiados es ineludible (Lobo, Achee, Greico, & Collins, 2018)

Las mosquiteras son esenciales en aquellas zonas en las que los flebotomos
interiores son mas activos; proporcionan una proteccion sustancial aunque s6lo son
completamente efectivas con malla estrecha; en el caso de malla ancha, la proteccion de
la red se mejora con el tratamiento con piretroides (Davies et al., 2003). En la actualidad
se estan evaluando mosquiteras tratadas con insecticida de larga duracion incorporado al
material durante la fabricacion (Coleman et al., 2011). Cuando la transmision no esta
asociada exclusivamente con el interior de la vivienda, la ropa de cama o las cortinas de
las ventanas tratadas con insecticida brindan proteccion contra la LC (Coleman et al.,

2006; OMS | Enfermedades transmitidas por vectores, 2017b).

En el caso de la LCan, el uso de collares de perros impregnados con piretroides y
otras formas de aplicacion de los piretroides a los perros es crucial para el control de la
LC y la LV zoondticas (Ribeiro et al., 2018), reduciendo la incidencia de la LV infantil
(Reithinger, 2016).

La gestion medioambiental sobre los nichos ecologicos reduce las poblaciones de
flebotomos o su contacto con los humanos. El emplazamiento de los asentamientos
humanos lejos de los hébitats de los flebotomos o las medidas como la modificacion fisica
de los habitats (lugares de cria y reposo: escombreras y vertederos de basuras), la
destruccion de las madrigueras de los reservorios o la deforestacion de los asentamientos

son eficaces para reducir o eliminar el contacto entre los vectores y el ser humano.

Antes de iniciar cualquier actividad de control de los flebotomos se necesita la
monitorizacidon entomologica y la evaluacion de los vectores (Burkett, Knight, Dennett,

Sherwood, Rowton, Coleman, et al., 2007). La evaluacion de la efectividad de las
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intervenciones sobre la transmision debe incluir estudios con criterios epidemioldgicos
humanos o estudios sobre el efecto de las tasas de infeccion por flebotomos (Burkett,

Knight, Dennett, Sherwood, Rowton, Coleman, et al., 2007).

Control de reservorios

El control de los reservorios es esencial en las estrategias de control de las LV y
LC zoonoticas. Las medidas a tomar en cada situacion dependen de las condiciones

particulares.

El ser humano es el tnico reservorio demostrado de infeccion por L. donovani en
zonas endémicas de LV en Bangladesh, India septentrional y oriental, y Nepal, y un
importante reservorio en Sudan y Africa Oriental (Alvar, Vélez, Bern, Herrero, Desjeux,
Cano, Jannin, & de Boer, 2012). También se considera que L. tropica depende del ser
humano para sobrevivir, al menos en los focos endémicos establecidos hace mucho
tiempo. Los pacientes con PKDL pueden seguir presentando sintomas durante afios en
ausencia de enfermedad sistémica y de tratamiento, y probablemente constituyan el
principal reservorio interepidémico (WHO, 2012). Los pacientes coinfectados por
Leishmania y VIH son muy infecciosos para los flebotomos, aumentando la tasa de

coinfeccion (Al-Salem et al., 2016; Desjeux & Alvar, 2003).

En lo que respecta a los reservorios caninos, el control es esencial y las medidas
deben estar adaptadas a cada situacion particular. La eliminacion de los perros callejeros
y asilvestrados se justifica por muchos motivos relacionados con la salud, el medio
ambiente y la conservacion, y simplemente la LV zoondtica es una justificacion mas.
Antes de iniciar las actividades de control hay que determinar la distribucion y la
frecuencia de la infeccion en los perros. El cribado masivo de los perros domésticos suele
hacerse con pruebas serologicas (ELISA, IFT) o biologia molecular, efectuando al mismo
tiempo un examen clinico de cada animal para detectar alteraciones patoldgicas teniendo
en consideracion el hecho de que solo menos de la mitad de los perros infectados
presentan signos de enfermedad, y una elevado porcentaje de los perros asintomaticos
infectados son infecciosos (Ribeiro et al., 2018). En una situacion ideal, todos los perros
sintomaticos o seropositivos deberian ser sacrificados; sin embargo, las pruebas con
sacrificio masivo dentro de los programas de control no han demostrado ser eficaces

(OMS, 2010; Romero & Boelaert, 2010).
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En algunos paises del area mediterranea la eutanasia de los perros domésticos
infectados se reserva para casos especiales, como los farmacorresistentes, los
repetidamente recidivantes, o en situaciones epidemiologicas peligrosas (Gradoni, Lopez-
Vélez, & Mokni, 2017). La mayoria de los veterinarios prefieren tratar la leishmaniosis
canina y observar atentamente a los animales para detectar eventuales recidivas. Los
medicamentos utilizados de forma primaria en la enfermedad humana no se deberian
utilizar para tratar la leishmaniosis canina. La quimioterapia actual se basa en
monoterapia o terapia combinada de farmacos leishmanicidas (principalmente
formulaciones Sb5") con el compuesto alopurinol. Esta combinaciéon mejora
considerablemente los signos clinicos derivados de la infeccion y reduce casi por
completo la carga parasitaria. Sin embargo, el tratamiento es largo, tedioso y
desagradable para perros y duefios. (Reguera et al., 2016). A pesar de la curacion clinica,
un porcentaje de perros tratados recuperd la capacidad de infectar fleb6tomos varios
meses después de la quimioterapia, enmascarando asi el problema epidemiologico del
origen de la infeccion. Los veterinarios clinicos deben saber que son los principales

actores en este escenario, para prevenir la transmision del parasito a los humanos.

El uso de insecticidas topicos como los collares impregnados en deltametrina,
imidacloprid o formulaciones tdpicas focales (spot-on) basadas en la permetrina o en
fipronil, es eficaz frente a las picaduras de los flebotomos y reduce la incidencia de la
CanL vy la incidencia de la LV en el ser humano, dependiendo del nivel de endemicidad

en la zona (Gaglio, Napoli, Falsone, Giannetto, & Brianti, 2017) (Tabla 4).

Nombre comercial/con licencia Compuestos farmacéuticos/solicitud Forma/duracion
Scalibor®/MSD-Salud Animal 4% deltametrina/collarin de PVC impregnado/4—6 meses
Seresto®/Bayer Animal Health 10% imidacloprid + 4,5% flumetrina/collarin de PVC
impregnado/8 meses
Advantix®/Bayer Animal Health 10% imidacloprid + 50% permetrina/spot-on/3 semanas
Exspot®/MSD-Salud animal 65 % de permetrina/spot-on/2-3 semanas
Frontect® o Frontline Tri- 6,76% fipronil + 50,48% permetrina/spot-on/3 semanas
Act®/Merial
Effitix® o Fiprotix® o 6,1% fipronil + 54,5% permetrina/spot-on/4 semanas
Fipratix®/Virbac
Perfikan®/Clément Thékan 6,1% fipronil + 54,5% permetrina/spot-on/4 semanas

Tabla 4.Tipos y composicion de dispositivos insecticidas topicos para LCan. (Reguera et al., 2016)
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Utilizando la base del enfoque One Health para la prevencion de la infeccion por
Leishmania zoondtica en animales y humanos, los miembros del CVBD (Companion
Vertor-Borne Diseases) World Forum (Baneth et al., 2012) abogan por las siguientes

recomendaciones:
Sobre la infeccion por L. infantum en los animales de compaiiia:

1. Los animales de compariia deben protegerse de las picaduras de flebotomos
para prevenir la infeccion primaria por leishmania o la propagacion de perros ya
infectados. También se pueden usar medidas de control adicionales, incluido el control
de vectores ambientales, vacunacion y medicamentos profilacticos, cuando estén

disponibles.

2. El sacrificio de perros en areas donde la LV es endémica debe reemplazarse

con medidas alternativas no terminales que puedan prevenir la infeccion en perros.

Con respecto a la reduccion del riesgo de infeccion por L. infantum en perros y

humanos, se recomiendan las siguientes medidas:

1. Promover la prevencion de las picaduras de flebotomos para reducir el riesgo
de infeccion por L. infantum en perros no infectados y su propagacion de perros ya

infectados.
2. Mejorar la salud general y el estado nutricional de los perros.

3. Implementar los conceptos mds recientes sobre el manejo clinico de la

leishmaniosis canina, incluidos los enfoques de diagnostico y tratamiento.

4. Mejorar las condiciones ambientales y de alojamiento para mejorar el control

de los flebotomos y reducir la exposicion de los seres humanos a los vectores.

En la lucha frente Rhombomys opimus (el gran jerbo) una estrategia consiste en
destruir los sistemas de madrigueras arando con un arado de subsuelo y utilizando
diversos anticoagulantes biocidas para su eliminacion. La eliminacion total solo es
alcanzable donde se pueda evitar la reinvasion con barreras fisicas. Las madrigueras de
Psammomys obesus (la rata obesa del desierto) son facilmente identificables por la

vegetacion halofitica que las rodea y también los anticoagulantes son eficaces para su
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control. La destruccion de las quenopodidceas silvestres debe extenderse a una distancia

de 1-2 km de las viviendas. (OMS, 2010)

Los gerbillos o meriones (Meriones spp.) son dificiles de identificar
morfologicamente o por el aspecto de sus madrigueras, pero se han desarrollado medidas
de control con la utilizacion de los anticoagulantes, siendo eficaces. Es muy importante
también la recogida periddica de la basura doméstica, el relleno de las fosas de basura y

la destruccién mecanica de las madrigueras, seguidas del uso de la tierra.

La eliminacion de los damanes en la periferia de los pueblos en un radio de 1 km
de las instalaciones se considera eficaz y reduce la transmision; dado que la reinvasion es

probable, el control debe ser continuo.

En el Nuevo Mundo hay pocas medidas nacionales para controlar los reservorios,
en particular los animales salvajes. Podria ser eficaz la gestion medioambiental que
combinara la tala de la selva primaria alrededor de los poblados y la fumigacion de las
zonas para eliminar tanto los reservorios como el vector, creando asi zonas libres

alrededor de los pueblos (Gonzalez et al., 2015).

La leishmaniosis y el clima

Mas del 80% de la poblacion mundial estd en riesgo de contraer una enfermedad
transmitida por vectores, de las cuales las transmitidas por mosquitos son las mas
importantes. Se cree que muchos procesos globales, como el uso de la tierra y el cambio
socioeconomico, afectan la dinamica de las enfermedades transmitidas por mosquitos.
Hasta la fecha, la investigacion se ha centrado en el papel del cambio climatico. No hay
consenso sobre como los cambios futuros en las condiciones climaticas afectaran a las
enfermedades transmitidas por mosquitos (Franklinos, Jones, Redding, & Abubakar,

2019).

Ademas, la globalizacién y los viajes aéreos internacionales contribuyen a la
dispersion internacional de patdgenos y vectores (Mansueto et al., 2014). Sin embargo, el
seguimiento de los prondsticos de las condiciones meteorologicas puede ayudar a detectar
precursores epidémicos de brotes de enfermedades transmitidas por vectores y servir

como sistemas de alerta temprana para la reduccion de riesgos.
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El cambio climatico afecta predominantemente a las expansiones y contracciones
del rango estacional de enfermedades transmitidas por vectores, particularmente en
Europa (Semenza & Menne, 2009). El clima influye en el ciclo de vida de los vectores,
asi como en la tasa de reproduccion de los parasitos dentro de los vectores y de los
hospedadores humanos, lo que significa que los aumentos de temperatura pueden reducir
el periodo de incubacién de estos patdgenos y el ciclo de vida de los vectores, lo que
aumenta el riesgo de transmision. Los cambios en las estaciones también pueden afectar
a los animales vectores y huéspedes, la actividad humana y el uso de la tierra, lo que, en
consecuencia, podria afectar aun mas la distribucion espacio-temporal y la prevalencia de

las enfermedades transmitidas por vectores en Europa (Ready, 2010).

La temperatura, la precipitacion, la humedad y otros factores climaticos afectan la
reproduccion, el desarrollo, el comportamiento y la dindmica de la poblacion de los

artrépodos vectores de estas enfermedades (Palatnik-de-Sousa & Day, 2011).

La prediccion de los efectos del cambio climético sobre la leishmaniosis se
complica por la presencia de reservorios vertebrados que también se verian afectados

(Gage, Burkot, Eisen, & Hayes, 2008)

El cambio climatico afectara a la distribucion de la leishmaniosis de tres maneras:
directamente, por el efecto de la temperatura sobre el desarrollo del parésito y la
competencia del vector, e indirectamente, por el efecto de la temperatura y otras variables
ambientales sobre el rango y abundancia de las especies de flebotomos que actian como
vectores y también indirectamente, a través de cambios socioecondmicos que afectan la

cantidad de contacto humano con los ciclos de transmision (Houweling et al., 2016).

En Europa, los flebotomos tienen una dispersion mayor que los parasitos (Ready,
2010a), como es el caso de su desplazamiento hacia el norte de Italia de los vectores
flebotomos (Maroli et al. 2008). En Europa central, se prevé que el riesgo sea bajo debido
a las restricciones de temperatura en la reproduccion de patdgenos (Fischer, Moeller,

Thomas, Naucke, & Beierkuhnlein, 2011).

En algunas regiones del sur de Europa el cambio climatico podria cambiar el rango
de leishmaniosis en el futuro debido a que la temperatura y la humedad relativa afectan
la tasa de supervivencia y reproduccion de los flebotomos y el desarrollo del parasito

(Semenza & Suk, 2018). Por otro lado, el riesgo de transmision puede disminuir cuando

Pagina 40 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



las condiciones climaticas se vuelven demasiado calidas y secas para la supervivencia del

vector.

Asi, un estudio sugiere que el clima en Europa central serd cada vez mas
hospitalario para Phelobotomus spp. (Fischer et al. 2011). Un segundo estudio predijo
que, a fines de la década de 2060, el sur del Reino Unido, Francia, Alemania y el oeste
de Polonia podrian estar poblados por flebotomos, predominantemente P. ariasi y P.
pernicious, mientras que la Peninsula Balcanica, la Cuenca Mediterranea y la Cuenca de
los Céarpatos podrian ser climaticamente hospitalarias para muchas especies de

Phlebotomus (Trajer et al., 2013).

Se puede concluir que el cambio climatico afectara a la extension de la enfermedad
y a la gravedad de los brotes (Alvar, Vélez, Bern, Herrero, Desjeux, Cano, Jannin, & de

Boer, 2012).

Leishmaniosis y entorno socioeconémico.

La leishmaniosis continta representando un importante problema de salud publica
en todo el mundo, pero afecta en mayor medida a las poblaciones mas pobres del planeta,
principalmente en aldeas remotas. Adicionalmente, estd asociada a la malnutricion, a los
desplazamientos de poblacion, a las malas condiciones de las viviendas (suelos de tierra,
paredes de barro resquebrajadas, etc.), a la debilidad del sistema inmunitario y a la falta

de recursos (Al-Salem et al., 2016).

La leishmaniosis esta clasificada como una de las enfermedades tropicales mas
desatendidas y, en comparacion con otras enfermedades, el tratamiento es muy caro, lo

que constituye un factor importante que contribuye a la pobreza de las personas afectadas.

La leishmaniosis esta vinculada a los cambios ambientales como la deforestacion,
la construccion de presas, los sistemas de riego y la urbanizacion. En los paises en
desarrollo, la transmision de la leishmaniosis fue favorecida por la tendencia a la
formacion de grandes aglomeraciones humanas de bajo nivel socioecondémico que viven
en areas periurbanas recientemente expandidas cerca de bosques o vegetacion densa

(Valero & Uriarte, 2020).

La pobreza también empeora el desenlace clinico de la leishmaniosis; la

malnutricion y la anemia aumentan su gravedad. Las dietas bajas en proteinas, hierro,
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vitamina A y zinc aumentan el riesgo de que la infeccion evolucione hasta su forma

completa de LV (OMS, 2017a).

La leishmaniosis en Espafa

La leishmaniosis en Espafia es una zoonosis endémica presente en la mayor parte
del territorio peninsular e Islas Baleares. El parasito causante, tanto en las formas
viscerales como cutdneas, es L. infantum y siendo el perro el principal reservorio, aunque

hay otros posibles como gatos, roedores y liebres (Ruiz-Fons, 2013).

Su consideracion previa como enfermedad de interés endémico regional hace
pensar que anteriormente estuviera infranotificada. En los tltimos afios se ha visto que se
distribuye practicamente por todo el territorio, con diferente riesgo segun la region y
existe la posibilidad de que haya casos importados. De los flebotomos competentes para
transmitir la infeccion por L. infantum existen dos especies distribuidas por todo el
territorio peninsular, y por tanto el riesgo de transmision de puede presentarse en
cualquier area en donde se den las condiciones apropiadas (Prado, Del, De, & De, 2012).
El nimero de casos notificados a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica se

mantiene en unos niveles constantes.

Los primeros datos que tenemos sobre la existencia de los flebotomos en Espana
se remontan a 1911. Arias Encobet, al realizar un estudio sobre la distribucion geografica
de los Dipteros en Espaiia, cita a P. papatasi que habia sido capturado por Lauffer en El
Escorial. En Espafa peninsular y Baleares hay un total de 11 especies diferentes de
flebotomos y si incluimos a las Islas Canarias €éstas aumentan hasta 13 especies (Gil-

Collado, Marquez & Marin, 1989).

De todas ellas s6lo las hembras del subgénero Larroussius son capaces de
transmitir Leishmania infantum. Las especies potencialmente vectores de leishmaniosis
zooantropondtica por Leishmania infantum en Espafia son: Phlebotomus (Larroussius)
perniciosus , Phlebotomus (Larroussius) longicuspis, Phlebotomus (Larroussius) ariasi
y Phlebotomus (Larroussius) langeroni (Lucientes, Castillo, & Gracia, 2005). Hay dos
especies, P. perniciosus y P. ariasi, que se encuentran ampliamente distribuidas por toda
Espana y que son los principales vectores demostrados. El mas abundante es P.
perniciosus. P. ariasi se asocia con amientes frescos y himedos. Para algunos autores, P.

longicuspis, distribuida en el sur de Espaiia, se cree que es la misma especie que P.
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perniciosus porque las hembras son similares y solo se distinguen algunos detalles de los
machos y ademas pueden cruzarse entre si. Finalmente, P. langeroni es una especie rara
relacionada con los ambientes muy aridos de la meseta Central y el Valle del Ebro

(Lucientes et al., 2005) (Mapa 5).

P Lo
P. (Larroussius) pemiciosus O ,”‘
Current known distribution: March 2013 ~
= Present

Antic. Absent
= Obs. Absent —
No data Q'T _'V‘/ P/
Unknown \3 S
4("1;-

Outermost regions
= Azores (PT) T
Canary Islands (ES)
Madeira (PT) f
Svabard/Jan Mayen (NO)

Mapa 5. Distribucion de P. perniciosus en Europa. Modificado de (ECDC; 2013).

Poco después de que, en 1905, Pianese identificara en Népoles, en nifos afectados
de “anemias esplénicas”, un parasito morfolégicamente similar a los descritos en 1903
por Leishman y Donovan en enfermos de kala-azar indio, se sospechaba que también
existia esta parasitosis en Espana. Esta posibilidad se confirmé en 1912 por Pittaluga en
la comarca de Tortosa (Tarragona). Un afio mas tarde y en esta misma zona se revelo el

primer caso de leishmaniosis canina (Botet Fregola, Portus Vinyeta, 1993).

Progresivamente se fue comprobando que éstas eran enfermedades relativamente

frecuentes, que afectaban extensas areas del pais y para las cuales existian, ya antes de

29 €

conocer su etiologia, nombres populares: “bazo de leche”, “mal de melsa”, “llosa”, para
el kala-azar y pupa viva, “llunari” para el boton de Oriente (Botet Fregola, Portis Vinyeta,

1993).
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El kala-azar del mediterraneo se diferencia del indio por la edad de los pacientes,
afectando fundamentalmente a nifios entre los 6 meses y los 3 afios de edad, aunque, y de

forma esporadica, también se registraban casos en adultos (“Leishmaniosis,” n.d.).

Las zonas consideradas de endemia han permanecido estables a lo largo del
tiempo. En principio se pensd que, tal como ocurria en Francia, el kala-azar estaria
limitado a zonas costeras de baja altitud, pero los focos de la Sierra de Gredos y Madrid
hicieron variar estos conceptos. Los desplazamientos de la poblacion en el transcurso de
la guerra civil ocasionaron un aumento del nlimero de casos, que en las dreas endémicas
del Levante espafiol, Murcia, Castellon y Barcelona, registraron un fuerte aumento en los
afnos cuarenta. Después, y probablemente a causa de las campanas antipaludicas, con la
utilizacion masiva de insecticidas, se produjo un descenso en la morbilidad. La
localizacion de la enfermedad en lugares concretos e incluso familias, que enfatiz6 y puso

de manifiesto la relacion de la pobreza y la falta de higiene con esta infeccion.

El nimero de casos notificados a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica
se mantiene en unos niveles constantes, aunque el nimero de ingresos por leishmaniosis
asociada a infeccion con VIH deberia estar disminuyendo por el efecto de la terapia

antirretroviral altamente efectiva (INE Salud Carlos III, 2017).

La enfermedad en nuestro pais sigue tres patrones de presentacion. Patron
endémico, en el que los casos de enfermedad se presentan de forma esporadica y el perro
actia como principal reservorio. Casos asociados a coinfeccion con VIH y a pacientes
inmunodeprimidos. En el caso de coinfeccion con VIH, la apariciéon de casos de
leishmaniosis se asocia, por un lado, a la existencia de inmunodepresiéon como factor
activador de la infeccion latente y por otro, a la transmision del parasito entre los usuarios
de drogas por via parenteral (Monge-Maillo et al., 2014). Y finalmente, brotes
epidémicos, como el que esta teniendo lugar en la Comunidad de Madrid. Este brote
comenzo en julio de 2010 y hasta el momento no se ha dado por concluido. Los cambios
medioambientales en la zona y la presencia de un nuevo reservorio han contribuido a la
evolucion de la situacion (Suarez Rodriguez et al., 2012). El brote aludido esta teniendo
lugar en los municipios al suroeste de la ciudad de Madrid, con un el elevado nimero de
casos (782, desde que comenzo6 en 2010) y con la peculiaridad de tener a la liebre (Lepus
granatensis) y conejo (Oryctolagus cuniculus) como reservorios potenciales del parasito.

(Jiménez et al., 2014; Molina et al., 2012).
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En la altima década las Comunidades Auténomas que han notificado casos son:
Andalucia, Aragén, Baleares, Cantabria, Castilla-Ledn, Cataluna, Comunidad

Valenciana, Extremadura, Madrid, Murcia, Navarra y La Rioja.

Desde el afio 1996 hasta el 2011, en Espafia la incidencia media anual notificada
estuvo alrededor de 0,45 casos/100.000 hab. En este periodo, las mayores cifras de
incidencia se registraron en la Comunidad Autonoma de Baleares, donde se llegaron a
alcanzar TI de 4,72 y 4,59/100.000 hab. en 2005 y 2006, respectivamente. Durante ese
periodo, otras comunidades autébnomas como Valencia, Madrid, Andalucia o Catalufia

mostraron tasas de incidencia superiores a la media (Sanidad, 2012).

Durante el afio 2017 y 2018 se notificaron, respectivamente, 420 y 356 casos de
leishmaniosis, que correspondian a unas TI de 0,88 y 0,70. De los casos, el 95,9% fueron
confirmados y hubo 23 importados en 2017 y 39 en 2018. La evolucion de las T1 de casos
autoctonos ha sido ascendente desde 2012 hasta 2017 y ha disminuido en 2018, tanto en
hombres como en mujeres (INE Salud Carlos III, 2018). Las CCAA con mayor nimero
de casos en 2017 fueron la Comunidad Valenciana (151), Comunidad de Madrid (78) y
Catalufia (63), y en 2018 la Comunidad Valenciana (118), Cataluia (56) y Madrid (47).
Las TI mas altas correspondieron en 2017 a la Comunidad Valenciana (3,06), Baleares
(2,41) y Madrid (1,20) mientras que en 2018 fueron la Comunidad Valenciana (2,38),
Baleares (2,12) y Castilla-La Mancha (0,79). Asturias, Ceuta y Melilla no han notificado

casos en este periodo.

Agregando los casos de 2017 y 2018, se han notificado durante todo el afo, con
maximos en enero (94 casos) seguido de abril y mayo (77 y 72 casos), y minimos en

agosto y septiembre (37 y 34 casos).

Las condiciones que pueden aumentar la incidencia de la leishmaniosis estaran
asociadas al aumento en el nimero de vectores infectados con L. infantum, el aumento de
la densidad del flebotomo en un area geografica y a la aparicién de nuevos reservorios en

zonas muy visitadas por las personas.

Leishmaniosis y las Fuerzas Armadas

La leishmaniosis ha aparecido durante décadas entre la poblacion de soldados que
han participado en las operaciones militares, en particular en Oriente Medio y Asia

central. Histéricamente, la leishmaniosis ha sido una de las principales causas de
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morbilidad por enfermedades infecciosas entre el personal militar desplegado en el Medio

Oriente (Korzeniewski, 2009).

Durante la Segunda Guerra Mundial, entre los afios 1943 y 1944, se detectaron
mas de un millén de casos de leishmaniosis cutdnea entre los soldados estadounidense
desplegados en Irak e Iran (Kitchen, Lawrence, & Coleman, 2009). Asi mismo, se
describieron al menos cincuenta casos de leishmaniosis visceral en soldados destacados
entorno al mar Mediterraneo en los que se desatdé una enfermedad grave que produjo

numerosas muertes (Crum et al., 2005).

En las fuerzas aliadas en el Medio Oriente, durante la "Guerra de los Seis Dias”
en 1967, se produjeron 1.500 casos de leishmaniosis cutdnea LC y 50-75 casos de
leishmaniosis visceral LV, hasta el 50% de las fuerzas israelies que operaban en partes
del valle del Jordan estaban infectadas con Leishmania. El1 20% del personal asignado a
la Fuerza Multinacional y Observadores (MFO) en el desierto del Sinai en Egipto en 1990
desarroll6 LC. Durante la operacion tormenta del desierto (SAO), se registraron 20 casos
de LCy 12 de LV entre los 697.000 soldados aliados desplegados en Peninsula de Arabia
en 1990 y 1991 (Burkett, Knight, Dennett, Sherwood, Rowton, Coleman, et al., 2007)

Durante la presencia de las fuerzas soviéticas en Afganistan en la década de los
80 el Ejército Rojo sufrid una mezcla heterogénea de males infecciosos. Se estima que la
tasa de ataque anual de enfermedades infecciosas entre las tropas se situ6 entre el 53% y
el 69%. La forma cutanea de la enfermedad se hizo patente a gran escala después de su
regreso a casa, consecuencia logica de su largo periodo de incubaciéon. No se han podido
encontrar referencia ni siquiera a nimero aproximado de enfermos en esta operacion y

durante este periodo (Korzeniewski, 2009).

Las actividades militares y los conflictos también pueden incrementar la
incidencia de la enfermedad. En Colombia, las operaciones militares en la selva han
ocasionado, entre 2008 y 2018, mas de 45185 casos de LC y 559 casos de LMC en
soldados (Méndez-Bejarano et al., 2020).

En soldados del Reino Unido y de los EE.UU. destinados en Iraq y Afganistan se
han producido miles de casos. En noviembre 2004, se habian identificado 1.178 casos de
LC en personal militar de EE.UU, y el 18,3% de los efectivos alemanes desplegados en

la misma época resultaron afectados (Van Thiel et al., 2010). En la operaciéon “Libertad
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Iraqui”, 19 casos entre el contingente militar britdnico, 186 entre las tropas holandesas y
14 entre los soldados alemanes, aunque probablemente estos niimeros sean una
subestimacion (Burkett, Knight, Dennett, Sherwood, Rowton, Coleman, et al., 2007).
Entre noviembre de 1990 hasta diciembre de 1991, siete hombres de los efectivos
estadounidenses que participaron en la Operacion Tormenta del Desierto se vieron
afectados por una forma atipica de leishmaniosis que afectaba a 6rganos internos (Kizer,

Joseph, Moll, & Rankin, 1995).

Participacién espafiola en misiones internacionales

En los ultimos treinta afios Espafia ha participado en las siguientes operaciones
internacionales, bien con caracteristicas estrictamente militares, establecimiento y

mantenimiento de la paz, o bien con caracter humanitario:

e EUMAM RCA (Republica Centroafricana). Mision de la Unién Europea en la
Republica Centroafricana orientada a la formacion y la reforma de las Fuerzas Armadas
de ese pais. 22 abril de 2015 el Congreso de los Diputados autoriza la participacion de
Espaia en la mision que permanece abierta en la actualidad.

e Asistencia a Irak. Tras el derrocamiento del régimen de Sadam Husein, tropas
multinacionales desplegaron en Irak para estabilizar y reconstruir el pais. Las fuerzas
espafolas desplegaron en Irak para participar en dos misiones distintas. La primera, de
ayuda humanitaria, denominada Sierra Juliet, se desarrollo en el sur del pais, en Um
Qasar, entre abril y junio de 2003. En agosto se produjo el despliegue de la Brigada
Multinacional Plus Ultra con la mision de contribuir a la seguridad y la reconstruccion en
las provincias de An Nayaf y Al Qadisiya. Espafia aportd un contingente de 1.300
militares. La Brigada 'Plus Ultra' se completd con tropas de El Salvador, Honduras,
Nicaragua y Republica Dominicana. Distribuidos en dos relevos, los militares espafioles
permanecieron en la zona hasta finales de mayo de 2004. E1 27 de mayo 2004 la Brigada
Multinacional Plus Ultra II regresa a Espafia.

¢ Ayuda a Haiti. Mision humanitaria para atender a los miles de damnificados por
el terremoto que asolo Haiti en 2010. La primera ayuda humanitaria enviada por Espafia
a Haiti llego6 el 14 y 15 de enero en aviones fletados por el Ejército del Aire. En ellos
también viajaron 40 miembros de la Unidad Militar de Emergencias especialistas en
rescate, sanidad y transmisiones, miembros de la Guardia Civil, del SAMUR, voluntarios

y personal de la AECID. Un total de 423 militares, una unidad con 27 médicos y sanitarios
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y 23 guardias civiles. La mision se desarrolla entre el 14 de enero y el 21 de mayo de
2010.

e Bosnia-Herzegovina. Es la primera mision en el exterior con despliegue de
contingentes operativos de cascos azules. Mas de 46.000 militares espafioles han
participado desde 1992 en las sucesivas misiones en Bosnia-Herzegovina, primero de la
ONU y después de la OTAN y la UE. De ellos, 23 fallecieron. Actualmente se mantiene
una representaciéon de cuatro militares en el Cuartel General de EUFOR Althea, en
Sarajevo. El 8 de noviembre de 1992 se incorpora a UNPROFOR la primera agrupacion
del Ejército de Tierra.

e Operacion Alfa-Charlie (Huracan Mitch). Mision humanitaria en Centroamérica
puesta en marcha tras el desastre provocado por el paso del huracan Mitch a finales de
octubre de 1998. La participacion espanola repartio la ayuda humanitaria, realizo atencion
sanitaria y reconstruccion de infraestructuras desde el 5 de noviembre de 1998 hasta 18
de diciembre de 1999.

e Operacion Respuesta Solidaria. Mision humanitaria para socorrer a las miles de
victimas del tsunami que asol6 las costas de Indonesia a finales de 2004 y en ella
participaron cerca de 600 militares espafioles y se desarrollé desde el 8 de enero al 29 de
marzo 2005.

e Operacion Respuesta Solidaria II. Mision humanitaria internacional para socorrer
a las victimas del terremoto que sufridé Pakistdn en octubre de 2005. En ella participaron
370 militares espanoles. El 29 de octubre de 2005 comienza el despliegue de las tropas
espafolas en Pakistan. En enero de 2006 regresan a Valencia los militares espafoles
desplegados en la zona tras 90 dias de mision.

e Primera guerra del Golfo. Espafia contribuy6 a la operaciéon de embargo maritimo
a Irak con medios navales y aéreos durante un afio y desplegd un contingente en ayuda
del pueblo kurdo. 586 hombres y mujeres de la Agrupacion Téctica Alcala con efectivos
de la Brigada Paracaidista del Ejército de Tierra desplegaron en la localidad de Zajo y
Shiladiza con la misién de distribuir ayuda humanitaria a los refugiados, prestarles
atencion sanitaria y facilitar su movilidad. El 2 de agosto de 1990 tiene lugar la invasion
de Kuwait. 26 de agosto. Parten de Espafia la fragata Santa Maria y las corbetas
Descubierta y Cazadora. El 17 de enero comienza la operacion Tormenta del desierto y

el 24 de febrero. Inicio de la campafia terrestre. EI 26 de abril despliega la agrupacion
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Alcala en las localidades de Zajo y Shiladiza en el marco de la operacion Provide Confort.
24 de junio concluye la mision de las tropas.

e Resolute Support (Afganistan). Espana ha participado, durante 19 afios (2002-
2021), con las fuerzas de la OTAN que han luchado contra la insurgencia y ayudado a la
reconstruccion del pais. Inicialmente participd en la operacion Libertad Duradera. La
mayor aportacion de nuestro pais, sin embargo, se produjo en el marco de la ISAF
(International Security Assitance Force). Los primeros 350 militares fueron enviados a
Kabul el 24 de enero 2002. El 12 de mayo de 2021 después de 19 afios de mision regresan
a Espafia los ultimos 24 militares.

e UNAVEM Iy II (Angola). La Mision de Verificacion de Naciones Unidas en
Angola (UNAVEM) fue la primera operacion de paz en la que participd Espaiia.

e Republica Centroafricana (EUFOR RCA). Un contingente de la Union Europea
se desplegd en Bangui para proteger a la poblacion de la violenta capital centroafricana.
La mision (EUFOR RCA), formada por 650 efectivos, contribuyd a proteger a la
poblacion y facilito el retorno de desplazados y la reactivacion de la actividad econdmica.
El 14 de mayo de 2014 llega a Bangui el primer contingente espafiol de EUFOR RCA.
Casi un ano después de su inicio, la mision toco a su fin el 15 de marzo de 2015.

e Kosovo (KFOR). Espafia contribuy6 durante diez afios a la Fuerza Internacional
de Seguridad para Kosovo (KFOR), liderada por la OTAN. En el otofio de 1999, se
desplegd en Kosovo la Fuerza Internacional de Seguridad (KFOR), un contingente de
50.000 militares encargado de vigilar el cese de las hostilidades y adiestrar a los
componentes de las nuevas fuerzas de seguridad kosovares, multiétnicas, profesionales y
voluntarias dedicadas a labores de control del orden publico y de proteccion civil. El
numero de militares desplegados se fue reduciendo progresivamente conforme mejoraban
las condiciones de seguridad. Alrededor de 22.000 militares espafioles entre junio de 1999
y septiembre de 2009 participaron en esta mision. El 19 de septiembre 2009 finaliza la

participacion espafiola en KFOR.

Otras operaciones

e EUTM-Somalia. La Union Europea adiestra a las fuerzas somalies para combatir
el terrorismo y la pirateria. En esta operacion participan 125 efectivos de once paises de
la Unién Europea

e EUTM-Mali. La mision de la UE ayuda al Ejército maliense a mejorar sus

capacidades militares, proporciona al Ejército maliense entrenamiento militar y
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asesoramiento en las cadenas de mando y control, logistica y gestion de recursos
humanos, junto con derecho internacional humanitario. Actualmente, la contribucién
espafiola a esta mision es de, aproximadamente, unos 500 militares

e Apoyo a Irak - Inherent Resolve - NATO Mission-Irak. Militares espafoles
adiestran al Ejército iraqui como parte de la coalicidon internacional de lucha contra el
Daesh, también se asesora al gobierno de Irak en el ambito de la estructura de seguridad
nacional. Desde octubre de 2018, Alrededor de 150 militares espafioles contribuyen a la
coalicién internacional.

e Apoyo a Turquia. Una bateria Patriot espafiola protege a la poblacion turca de
posibles ataques con misiles desde la vecina Siria. En la actualidad, la Unidad Patriot esta
constituida por un total de 149 militares.

e Fuerza Interina de Naciones Unidas en el Libano (FINUL). Los cascos azules de
la ONU patrullan en el sur del Libano para evitar enfrentamientos entre Libano e Israel.
En la actualidad, forman parte de la mision 10.587 personas de 40 naciones. Las Fuerzas
Armadas espafiolas desplegaron en el Libano en septiembre de 2006. El contingente
espafiol que llegd a contar con un méaximo de 1.100 militares se mantiene desde 2012
entre 600 y 700. A dia de hoy, hay alrededor de 650 militares desplegados.

e Presencia Avanzada Reforzada-Letonia. Garantizar la estabilidad de la seguridad
euroatlantica, mantener una Europa en paz, unida y libre, asi como prevenir conflictos
mediante medidas de defensa y disuasion creibles. En noviembre de 2017 despliega la
Unidad del Ejército espafiol en Adazi (Letonia). 4000 militares componen los cuatro
grupos tacticos multinacionales. En el grupo tactico 'Letonia’, junto a los militares
espaioles, también desplegaran efectivos de Canadé, Albania, Eslovenia, Italia y Polonia,
Espana contribuye con unos 305 efectivos.

e Seguridad Cooperativa en Mauritania. Espafia apoya a Mauritania con un
programa bilateral de actividades de adiestramiento en el &mbito de la Seguridad. No
existe un contingente permanente en zona. Desde 2016, se han desplegado mas de 400

militares espafioles.
Datos de zonas de despliegue relacionadas con el riesgo de leishmaniosis.

Antigua Yugoslavia.
Bosnia 1 Herzegovina ocupa una superficie de 51.200 kiloémetros cuadrados. No

tiene salida al mar, excepto por una costa de 20 km en el mar Adridtico. Limita al norte

Pagina 50 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



principalmente con Croacia, al oeste y suroeste con Croacia y el mar Adriatico, y al este
y sureste con Serbia y Montenegro. (Mapa 6). Es principalmente montafioso con varios
picos que superan los 1.900 m de altitud. Las tierras bajas con suelos fértiles se encuentran
en el norte. La elevacion mas alta del pais es un pico cerca de Maglic (al sureste de
Sarajevo), que alcanza los 2.386 m. Tiene un clima continental, calido en verano y frio
en invierno. En Sarajevo, las temperaturas alcanzan minimas de -26°C en enero y
maximas de 37° C en julio y agosto. En elevaciones altas, los veranos son cortos y frescos,
y los inviernos son largos y severos. La nieve es frecuente y permanece en el suelo durante
varios meses. Los inviernos son suaves y lluviosos a lo largo de la costa del Adriatico. Es
uno de los paises menos urbanizados de Europa. El uso de la tierra incluye: 14%
cultivables, 25% cultivos o pastos permanentes y 39% bosques. La composicion religiosa
es 40% musulmana, 31% cristiana ortodoxa, 15% cat6lica romana, 4% protestante y 1%
otra. La cultura es tradicionalmente masculina, y los lazos familiares, étnicos y culturales
son fuertes. La guerra civil comenzd en 1992 y ha perturbado gravemente gran parte de
la infraestructura del pais. El gran numero de personas desplazadas y los esfuerzos
actuales de reintegraciéon han alterado significativamente la composicion étnica y la
densidad de poblacion. La poblacion total es de 3.281.000 (2020) y la densidad de
poblacion es de 68,97 hab./km? (2013).

Las principales fuentes de agua incluyen rios, arroyos y pozos. El agua esta
disponible perennemente en todo el pais. Desde el comienzo de los combates en 1992, la
limitada infraestructura del pais colapso. Muchas casas han sido arrasadas, dafiadas o
destruidas intencionalmente por los combates. El desplazamiento interno de grandes
porciones de la poblacion indigena degrado el medio ambiente a través de la eliminacion
indiscriminada de desechos solidos y municipales. El gran nimero de refugiados, el
saneamiento y el tratamiento deficientes del agua, y el apoyo médico interrumpido
aumento el riesgo de epidemias. Los suelos contaminados durante décadas con desechos

industriales peligrosos, como los PCB, plantean riesgos adicionales para la salud humana.

La transmision de LC debido por L. tropica se encuentra en centros urbanos y
aldeas rurales de las tierras altas en, Bosnia y Herzegovina, Croacia, Macedonia, Serbia,
Montenegro y Eslovenia (Mapa 7). La enfermedad estda muy extendida en areas con un
clima templado (cuenca mediterranea). La LV por L. infantum extendida en la cuenca

mediterranea y el sur de Europa, eta también presente en partes de Bosnia y Herzegovina,
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Croacia, Macedonia, Serbia y Montenegro y Eslovenia, aunque no es altamente

endémica.

..Nziiiiﬂﬂg

Mapa 6. Bosnia i Hercegovina.

g

Mapa 7. Distribucion de LC (Dch.) y LV (Izq). en la Regidn de los Balcanes. Modificado de (Gingrich, Harlan, Perkins,
& Trosper, 2001).

Libano

Libano tiene una superficie de 10.400 kilémetros cuadrados, y se puede dividir en

cuatro areas fisiograficas. (1) Una estrecha llanura costera (conocida localmente como
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sahil) se extiende a lo largo del Libano y varia en anchura de 1,5 a 12 km, con su punto
mas ancho en el norte. (2) Bordeando la llanura hacia el este se encuentran las montafas
del Libano, que se elevan bruscamente a una serie de crestas y crestas, alcanzando hasta
los 3.000 m sobre el nivel del mar en varios lugares. (3) Las montafias del Libano caen
bruscamente hacia el este, formando la principal zona agricola del pais, el valle de Beka'a,
que estd a unos 900 m sobre el nivel del mar y de 8 a 16 km de ancho. (4) Las montafias
Antilibano tienen una elevacion media de 2.000 m, con una elevaciéon maxima que
alcanza los 2.800 m sobre el nivel del mar, y se elevan desde el valle oriental de la Beka'a
para formar la frontera entre el Libano y Siria (Mapa 8). Tiene un clima mediterraneo,
con variaciones regionales. Las tierras bajas costeras se caracterizan por veranos
calurosos (junio a septiembre), con temperaturas maximas y minimas medias diarias de
30°C y 20°C y maximas y minimas de 41°C y 13°C. El Valle de Beka'a tiene temperaturas
medias maximas y minimas diarias de verano de 34°C y 13°C, con temperaturas extremas
de 42°Cy 7°C. Las zonas montafosas permanecen mas frescas, produciendo temperaturas
medias diarias maximas y minimas de verano de 23°C y 11°C, con extremos de 29°C y
3°C a 1.900 m de altitud. Las temperaturas invernales (diciembre a marzo) a lo largo de
la costa alcanzan un méximo diario medio y minimo de 19°C y 9°C, con extremos de 35°C
y 0°C. El Valle de Beka'a tiene temperaturas medias diarias mdximas y minimas
invernales de 14°C y 0°C, con extremos de 25°C y —7°C; heladas, nieve y un viento severo
del norte ocurren ocasionalmente. Las montafas tienen temperaturas medias diarias
maximas y minimas invernales de 13°C y -3°C, con extremos de 18°C y -11°C a 1.900 m.
Libano recibe casi todas sus precipitaciones de octubre a abril. La precipitacion anual es
de aproximadamente 700 mm en la costa, mas de 1.200 mm en las montafias y unos 890
mm en el valle de Beka'a. La nieve cubre los picos de las montafias gran parte del afo.
La poblacién del Libano es en gran parte urbana y en su mayoria alfabetizada. Libano,
uno de los paises mas densamente poblados de Oriente Medio, con una poblacion total
de 6.006.668 hab. (2016), presente una densidad de poblaciéon de 560 hab./km?.
Aproximadamente la mitad de la poblacion total reside en la ciudad capital de Beirut y
sus suburbios. La poblacion esta formada por un 95% de éarabes, un 4% de armenios,
franceses y asirios, y un 1% de otros. Sin embargo, sus persuasiones religiosas son 70%
musulmanas y 20% cristianas. Las condiciones de vida y sanitarias en el Libano son
deficientes. Las instalaciones sanitarias basicas solo existen en algunas viviendas urbanas.
Las principales ciudades han combinado sistemas de drenaje de aguas residuales y

pluviales, pero carecen de instalaciones adecuadas de tratamiento de aguas residuales.
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Las aguas residuales comunmente se descargan sin tratar en rios, arroyos y el Mar
Mediterraneo. La falta de una eliminacion adecuada de los desechos es un problema
importante en todo el Libano. Las grandes ciudades recolectan desechos sélidos, que
luego se arrojan a lo largo de la costa o se queman en lotes baldios. La basura de la
eliminacion indiscriminada se acumula en las calles, donde atrae a las alimafias. Las aguas
residuales crudas y los desechos industriales contaminan la mayoria de las fuentes de agua
superficial. Los servicios de tratamiento y distribucion de agua son irregulares. Aunque
la mayoria de las areas urbanas tienen instalaciones de tratamiento de agua, la integridad
de los sistemas urbanos de tratamiento y distribucion de agua se han visto comprometidos
por la negligencia, el mantenimiento deficiente, las fluctuaciones intermitentes de energia
y los cambios de presion. Las acumulaciones de basura, desechos y basura (a veces en las
calles junto a las casas) atraen a un gran numero de artrépodos y roedores. La
acumulacion de agua proporciona muchos criaderos para los mosquitos. El agua y los
desechos pueden apoyar el desarrollo y la supervivencia de una variedad de patégenos y

parasitos humanos, que se propagan por vectores residentes.

La LC debido por L. major ("llaga himeda") es comun en Israel, Jordania, Libano,
Siria, y el sur de Turquia (Mapa 9). Disfruta de un clima semiarido a arido con una
estacion seca célida que dura seis 0 mas meses, en la que las temperaturas del aire superan
regularmente los 35°C y con frecuencia superan los 40°C. Las ubicaciones se encuentran
en areas de bajo relieve, en su mayoria casi planas, y comparten suelos lo suficientemente
profundos y friables para la construccion de madrigueras de roedores profundas y
duraderas. La enfermedad es generalmente endémica en las zonas rurales donde los
roedores coloniales reservorios (jirds o jerbos), como Rhombomys, Psammomys o
Meriones, y el vector demostrado, Phlebotomus papatasi, estan presentes. Los sistemas
de madrigueras de estos animales proporcionan proteccion contra los extremos de
temperatura externa y desecacion, y contienen cantidades considerables de desechos
organicos. La transmision antroponotica de la LC debido a L. tropica se encuentra en los
centros urbanos y se estd haciendo mas comun en las aldeas rurales de las tierras altas en
el Libano, Jordania e Israel. La enfermedad estd muy extendida en areas con un clima
templado (cuenca mediterrdnea), y con un clima arido y calido (Jordania, Israel, Egipto,

etc.).

La LV por L. infantum, como en otros paises de la cuenca mediterrdnea, en Oriente

Medio, se informa de partes de Chipre, Israel, Libano, Jordania, Siria, y el sur de Turquia,
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(Mapa 9). No es altamente endémica. La LV causada por L. donovani es rara en esta

region.
Kuwait.

La superficie terrestre de Kuwait se estima en 17.820 kilometros cuadrados
Incluyendo varias islas en alta mar. El terreno es en su mayoria desierto plano, a
excepcion de algunos oasis y la cresta Ahmadi de 120 m de altura que corre de norte a
sur, separando la parte central del pais de una estrecha llanura costera. La interrupcion de
la superficie por las operaciones militares durante la Guerra del Golfo Pérsico de 1991 y
los vientos del desierto han alterado la topografia de Kuwait al aumentar el tamafio y el
movimiento de las dunas de arena. La isla Faylakah, a 19 km de la costa, es la tnica isla
habitada kuwaiti. Tiene un clima desértico subtropical con dos estaciones distintas. El
verano (mayo a octubre) produce un pico de temperatura alta de 48°C y un minimo de
14°C, con una temperatura diaria promedio alta, de 40°C y un minimo diario promedio
de 33°C. Las temperaturas diurnas pueden variar hasta 10°C. Frecuentes tormentas de
arena, causadas por vientos aridos “Shamal”!, soplan a través del Golfo Pérsico. El
invierno (noviembre a abril) produce un pico de temperatura alta de 39°C y un minimo
de 1°C, con una temperatura diaria promedio alta, de 28°C y un promedio diario bajo de
9°C. El invierno trae todas las escasas precipitaciones anuales de Kuwait de 25 a 175 mm,
que a veces son lo suficientemente pesadas como para producir pequefias inundaciones
locales. Los extranjeros constituyen aproximadamente el 55% de los 4.052.584 hab. de
poblacioén de Kuwait, con una Densidad 200,2 hab./km? que es engafosa, porque grandes
areas del desierto estan deshabitadas y muchas areas urbanas estdn densamente pobladas.
La poblacion es 45% kuwaiti, 35% otros arabes, 9% del sur de Asia, 4% irani y 7% otros.
En comparacion con la mayoria de los otros paises de Oriente Medio, las condiciones de
vida y sanitarias de Kuwait son buenas, pero por debajo de los estandares occidentales,
especialmente en el saneamiento de los alimentos. Para las poblaciones rurales y los
habitantes mas pobres de las ciudades, la vivienda, el suministro de agua, el saneamiento
de los alimentos y los sistemas de eliminacion de desechos siguen estando muy por debajo
de los estandares occidentales. La presencia de vectores no esta tan extendida o es tan

significativo en Kuwait como en la mayoria de los demas paises de la region, pero hay

L El Shamal es un viento del noroeste que sopla sobre Irak y los estados del golfo Pérsico, a menudo fuerte durante
el dia, pero disminuyendo por la noche. Este efecto del tiempo puede ocurrir una vez al afio o varias veces,
principalmente en el verano, pero a veces también en el invierno.
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todavia numerosos sitios donde la eliminacion de desechos, la acumulacion de basura o

la fuga de agua han permitido una notable acumulacion local de vectores.

En el Medio Oriente L. major es comun en la peninsula arabica, al norte en Arabia
Saudita y al sur en Yemen (Mapa 8). La enfermedad es endémica en las zonas rurales con
importantes colonias de reservorios silvestres y presencia del vector. La LC antroponotica

por L. tropica es cada vez mas comun en las aldeas rurales de Arabia Saudita.

La LV producida por L. infantum se encuentra en el norte y el sur de Arabia
Saudita, y los paises arabes vecinos de Bahrein, Qatar, Emiratos Arabes Unidos, Kuwai,
Omény Yemen (Mapa 9), aunque no muy prevalente. La LV por L. donovani se considera
endémica, pero con caso aislados en Kuwait, los casos recientes de VL se registran como

importados.

[rak.

Irak tiene una superficie terrestre de 437.854 kilémetros cuadrados (Mapa 8). Se
compone de amplias llanuras desérticas, colinas y montafias. Dos rios importantes, el
Eufrates y el Tigris, fluyen hacia el sureste a través del pais hasta el Shatt al Arab?
(elevacion de 2,5 m sobre el nivel del mar), que desemboca en el Golfo Pérsico. La mayor
parte de la poblacion se concentra a lo largo de estos rios. Irak se puede dividir en cinco
areas fisiograficas: (1) El area de las Montafas Zagros es amplia, aspera y pedregosa, y
se extiende a lo largo de las fronteras de Iran y Turquia. Numerosos picos superan los
3.281 m. (2) El area de Foothills es montafiosa y esté atravesada por valles profundos que
contienen arroyos de montafia. La elevacion varia de 215 a 1.143 m sobre el nivel del
mar. (3) El area de Al-Jazira (isla arabe) es una llanura con algunas colinas y montafias
bajas; La elevacion es de unos 160 a 1.570 m sobre el nivel del mar. (4) Los Desiertos del
Norte y del Sur son llanuras desnudas con una elevacion méxima de unos 910 m en el
oeste. Un cinturdn de dunas de arena separa la frontera oriental del rio Eufrates. (5) La
llanura de la Baja Mesopotamia esta compuesta por gruesas capas de sedimentos de los
rios Tigris y Eufrates y depositos arrastrados por el viento. La elevacion se extiende desde
el nivel del mar hasta aproximadamente 30 m sobre el nivel del mar. Los veranos son
extremadamente calurosos, secos y casi sin nubes (mayo a octubre) producen

temperaturas que pueden alcanzar un maximo diario de 50°C y un minimo vespertino de

2 E| Shatt al-Arab, también conocido como Arvand RGd, es un rio en el suroeste de Asia de unos 200 km de longitud,
formado por la confluencia de los rios Eufrates y Tigris en la ciudad de Al-Qurna, en la provincia de Basora
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3°C. Las temperaturas mas bajas ocurren en las tierras altas del noreste. Los meses de
invierno (noviembre a abril) producen temperaturas que pueden alcanzar un maximo
diario de 43°C y un minimo vespertino de 4°C. Las temperaturas mas bajas ocurren en las
tierras altas del noreste. De diciembre a febrero es la temporada méas hiimeda. La
precipitacion es mas alta en el noreste de Irak, que recibe de 381 a 483 mm de lluvia al
afio y nieve hasta 3 meses al aflo. La humedad relativa mas alta ocurre durante la estacion
humeda, excepto en Al Basrah, que tiene mucha humedad y pocas precipitaciones durante
todo el afio debido a su proximidad al Golfo Pérsico. Las tormentas de polvo y arena
ocurren todo el aflo y son mas severas entre mayo y octubre. La alta tasa de crecimiento
de la poblacion de Irak y la situacion politica podran empeorar las condiciones de vida de
la mayoria de los segmentos de la poblacion. La poblacion es de 40.222.503 (2020) con
una densidad de 82.7 hab./km2, aunque varia de 944 hab./km2 en el area de Bagdad a 56
hab./km2 en el area de Dahuk en el norte de Irak y 4 hab./km2 en el area de Al-Anbar en
el oeste de Irak. La poblacion es 79% érabe, 16% kurda, 3% persa y 2% turca. Las
condiciones sanitarias estan por debajo de los estandares occidentales en la mayor parte
de Irak y contintian deteriorandose, especialmente en el rea de Basora. Los sistemas de
tratamiento y distribucion de agua en la mayor parte del pais son viejos, estan mal
mantenidos y tienen fugas. Las aguas residuales, la escorrentia superficial e incluso los
animales muertos a menudo contaminan las fuentes de agua potable y los tanques de
almacenamiento. Las aguas residuales urbanas a veces inundan casas y calles debido a
estaciones de bombeo eléctricas que no funcionan, y las aguas residuales sin tratar se
vierten en fuentes de agua superficial, incluida los rios Tigris y Eufrates. Los vertidos
indiscriminados se producen en las afueras de las ciudades. Los barrios marginales en
expansion imponen exigencias adicionales a una infraestructura urbana ya sobrecargada.
Estas condiciones atraen facilmente a las moscas de la suciedad, los roedores y las plagas
de aves carrofieras. El agua derramada, especialmente sin tratar, proporciona criaderos de
mosquitos, ratas, caracoles huéspedes de pardsitos humanos y una amplia variedad de
patogenos humanos. El agua con un alto contenido orgénico asegura que grandes
poblaciones de vectores de enfermedades y pardsitos se reproduzcan en estrecha
asociacion con las poblaciones humanas. Varias enfermedades de importancia militar son

endémicas en dichos sitios.

La leishmaniosis es una amenaza persistente para la salud del personal militar

porque las tropas se despliegan o realizan ejercicios militares en lugares donde la
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enfermedad es endémica. La LC es altamente endémica en el Medio Oriente, y en algunas
areas el 80-90% de las personas tienen cicatrices de Leishmania. Los soldados expuestos
a las picaduras de flebotomos mientras estan desplegados en la regién son muy
susceptibles a la infeccion por Leishmania. La inmunidad entre el personal militar es

esencialmente inexistente y la recuperacion de LC no confiere inmunidad frente a LV.

La LC debido por L. major ("llaga himeda") es comtn en todo Medio Oriente. La
enfermedad es generalmente endémica en las areas rurales (Mapa 9). El clima es de
semiarido a arido con una estacion seca calida que dura seis meses o mas, en la que las
temperaturas del aire superan regularmente los 35°C y frecuentemente superan los 40°C.
en areas de bajo relieve, casi planas, y suelos lo suficientemente friables para la
construccion de madrigueras donde estan presentes los roedores reservorios (jirdos o
jerbos), como Rhombomys, Psammomys o Meriones. La forma antropondtica de LC por

L. tropica ocurre en los centros urbanos de Irak.

La LV producida por L. infantum ocurre en Irak y se informa de forma timida,
(Mapa 7). La LV por L. donovani reaparecid en el norte de Irak y se extendio al centro en
la década de 1970. En 1973 se registraron 1.100 casos, la mayoria de los cuales ocurrieron

en Bagdad y sus alrededores.

El vector demostrado de L. major en la region es P. papatasi, y los vectores
sospechosos incluyen P. alexandri, P. ansarii, P. bergeroti, P. caucasicus'y P. salehi. El
vector para L. tropica en la region es P. sergenti. Vectores sospechosos de L. tropica son
P. chabaudi, P. saevus y P. sergenti. Vectores probados o sospechosos de L. infantum en
el Medio Oriente son P. brevis, P. halepensis, P. kandelakii, P. kryreniae, P. longiductus,
P. negligencias, P. simici, P. tobbi'y P. transcaucasicus. Desde el norte de Africa a través
de Irak e Iran hasta el oeste de China, el vector comprobado de L. donovani es P.
alexandri. La preparacion de posiciones terrestres con bunkeres militares en areas
desérticas proporciona sitios de descanso diurno para los flebétomos. En éareas urbanas,
los adultos de flebotomos a menudo descansan en rincones oscuros, frescos y himedos
de zonas inhabitadas estructuras humanas y animales. Las estructuras abandonadas y el
sobrecrecimiento vegetal en su entorno se convierten en hébitats atractivos de roedores

silvestres y focos de LC rural.
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Mapa 9. Areas endémicas en LC (Izq.) y LV (Dch.) en OM. Modificado de (FGS, 1999)

Afganistan.

Mas de 1 millon de personas estan en riesgo de hambruna constante, innumerables
miles viven en condiciones miserables en campos de refugiados en Talacon, en el este de
Afganistan, y cerca de Herat, en el oeste de Afganistan (Mapa 10). Mas de 1 millon de

refugiados afganos permanecen en Pakistan desde el éxodo durante la guerra con la Unién
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Soviética. Las enfermedades infecciosas son comunes en estos campos de refugiados que

se caracterizan por el hacinamiento, las malas condiciones sanitarias y la desnutricion.

Afganistan es una nacidon econdmicamente pobre, cuya infraestructura médica,
educativa e industrial ha sido casi destruida por 2 décadas de guerra internacional y civil.
Se estima que 2 millones de personas murieron y 6 millones de refugiados huyeron a Iran
y Pakistan entre 1979 y 1989. Del casi 1 millon de refugiados desplazados internos en
todo Afganistan, aproximadamente 500.000 son de Kabul y residen en campos de
refugiados cerca de Jalalabad. No se han abordado problemas econdémicos y de salud
publica, ya que el pais carece de gobierno funcional. La poblacién de Afganistan es
mayoritariamente rural y analfabeta. La mayoria de las personas son pobres, a menudo
némadas, y los medios de subsistencia estan estrechamente relacionados con la tierra. Los
grupos étnicos son ferozmente independientes. Las personas se identifican principalmente
sobre la base del lenguaje. La composicion étnica de la poblacion es de aproximadamente
38 % pashtunes (afganos), 25 % tayikos, 19 % hazara y 12 % uzbekos, turcomanos y
otros. La composicion religiosa de la poblacion es aproximadamente 84% musulmana
sunita, 15% musulmana chiita y 1% otros. Poblacion total 38.071.754 hab. (estimacion
de 2021) con una densidad media de 48.08 hab./km?. La tasa de alfabetizacion 32%,
aunque la tasa de analfabetismo femenino se estima en 85%. Mas de la mitad de la

poblacién urbana total vive en la capital, Kabul.

Las condiciones de vida estan marcadas por escasez estacional de agua, las fuentes
de agua incluyen rios, arroyos, nieve derretida, zanjas de riego, canaletas y pozos abiertos.
Un tercio de la poblacion de Kabul recibe agua de sistemas de agua corriente, y el resto
obtiene agua de pozos publicos o privados. Los sistemas de tratamiento y distribucion de
agua no son confiables. La contaminacion de los suministros de agua potable es un grave
problema de salud publica. Las condiciones sanitarias son deficientes en todo el pais. La
eliminacion de aguas residuales sanitarias es ineficaz. En Kabul, los sistemas de tanques
sépticos estan en mal estado y la defecacion indiscriminada es comun. Los canales de
drenaje transportan desechos humanos y otros desechos directamente al rio Kabul y
espacios abiertos en la ciudad. Estos canales a menudo se desbordan en las calles durante
las lluvias de primavera. La higiene personal deficiente y el saneamiento de alimentos
inferior es la norma en todo el pais. En consecuencia, las enfermedades como el célera,
la shigelosis, la fiebre tifoidea, la hepatitis viral y las infecciones intestinales por

helmintos son comunes en todo el pais.
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La leishmaniosis ha sido una amenaza persistente para el personal militar. La
transmision antroponotica de LC debida a L. tropica aparece en centros urbanos y aldeas
rurales de las tierras altas de Afganistan. La enfermedad esta muy extendida en areas con
clima arido y frio en Afganistan y Pakistan. En la transmision zoondtica de LC por L.
major ocurre en pequenas aldeas o areas rurales de Afganistan (Mapa 11). Es focalmente
endémica y ha sido descrita como uno de los principales problemas de salud publica en

Afganistan, donde el reservorio es el gran jerbo, Rhombomys opimus.

National Border
Provincial Border
Provincial Capital
Major City

Paved Road

Mapa 10. Afganistan.

Mapa 11.Distribucidn de la LC (Izq.) y de la LV (Dch.)en Sur-Centro Asia. Modificado de (Board, 2001).
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Medidas preventivas adoptadas por los contingentes

El control de las enfermedades de transmision vectorial ha sido siempre un
elemento central en el objetivo de proteger sanitariamente a los contingentes desplazados
fuera de territorio nacional. Dentro del planteamiento general de control de las
enfermedades de transmision vectorial, y de forma especial a partir de los despliegues en
Medio Oriente, se establece un plan de control de la leishmaniosis dentro del cual se
articulan en: un plan de vigilancia o programa de vigilancia, un plan el control de vectores,
un plan de control de reservorios y un plan de formacién e informacion del personal. En
general, todas estas actividades se han programado y ejecutado conjuntamente y bajo las
mismas directrices que aplicaban los contingentes de otras naciones para cada una de las

zonas de operaciones.

Programa de vigilancia.

Ademas de la informacién de inteligencia sanitaria de la que se dispone con
caracter previo a los despliegues, se establece en cada uno de ellos un sistema de
vigilancia de los artropodos presentes en la zona. Esta vigilancia se realiza esencialmente
a través de la realizacion de capturas de especimenes y adicionalmente, mediante la
realizacion de inspecciones en las zonas y emplazamientos en los que se van a ubicar o
se han ubicado ya, las bases y destacamentos o posiciones, asi como, de informacion
recogida en los puestos de atencion sanitaria (Role) de los mismos. El objetivo del plan o
programa es, en primer lugar, monitorizar las poblaciones de artropodos. En segundo
lugar, identificar o determinar las especies mas importantes En tercer lugar, poder realizar
una evaluacion de los cambios en las poblaciones en funcion del tiempo (estacionalidad,
climatologia y disponibilidad de nutrientes y refugio) y, finalmente, evaluar la eficacia de
los programas de control. Cuando se considera necesario y es factible, determinar la
presencia de agentes infecciosos y la deteccion de posibles focos de enfermedad. Las
conclusiones de los programas de vigilancia permiten implementar sistemas de proteccion
preventiva y, sobre todo, recopilar informacion para trasladarla al mando sanitario de las
operaciones, de tal forma que pueda elaborar la formulacién de las politicas sanitarias
frente a la amenaza de las enfermedades de transmision vectorial en la zona de
operaciones. De la alerta temprana resultara el posterior establecimiento de los planes de
control. Los planes de control se establecen con caracter general frente a todas las

enfermedades de transmision vectorial y hay dos aspectos importantes a destacar con
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respecto a la leishmaniosis: por un lado, el hecho de que el ciclo de vida del vector no se
acopla con el ciclo del resto de los dipteros que actian como vectores, en particular con
los anofelinos y los culicinos, y por otra parte, que el control de los reservorios puede
variar sustancialmente en funcion del area geografica en la que se lleve a cabo el
despliegue. Teniendo en cuenta las mencionadas peculiaridades el plan de control cuenta

con los 3 ejes de actuacion que se detallan a continuacion.

Plan de control de vectores

El objetivo del plan de control de vectores es reducir la poblacion de flebotomos
mediante el uso de varias técnicas clasicas de control disponibles en las Fuerzas Armadas.
La responsabilidad del control de plagas recae sobre la veterinaria militar que dispone a
tal fin de los medios materiales (equipos de aplicacion eficaces y de alto rendimiento) y
humanos (oficiales veterinarios, personal auxiliar aplicador) para la ejecucion de las
medidas de sanidad ambiental que sean necesarias, tanto en territorio nacional como en
zona de operaciones. Todos los contingentes cuentan con estos medios y su dotacion esta
acorde con cada despliegue y las necesidades del mismo. El programa de control de
flebotomos tiene cuatro componentes: el primero la aplicacion de insecticidas en forma
de aerosol, ya sea por nebulizacion, termonebulizacion u ultra bajo volumen (ULV), con
la utilizacion de vehiculos o por medio de equipos portatiles; en segundo lugar, la
aplicacion de los insecticidas residuales, generalmente de accion por contacto, para la
impregnacion de superficies, tanto exteriores como interiores, en edificios, contenedores,
tiendas de campana y cualquier otro elemento que se considere necesario incluidos los
vehiculos. Ademas, se realizan acciones encaminadas a destruir el habitat del vector,
siempre que esto sea posible, y al control de los yacimientos existentes de éstos como de
aquellas estructuras con posibilidad de servir como lugar de reposo y reproduccion. En
su conjunto, la mayoria de las medidas estan enfocadas al control de los insectos adultos

y una parte de ellas, a dificultar su reproduccion.

Las fumigaciones aéreas, ya sean por nebulizacidon, termonebulizacion o ULV,
tienen un impacto limitado en el control de los flebotomos, pero representan un apoyo
inexcusable cuando se toma en consideracion el control de todos los vectores artropodos

en general.

Las pulverizaciones residuales se aplican por lo general mediante rociadores

manuales o de mochila. No se puede decir que las pulverizaciones tengan un impacto
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significativo, pero suele ser mayor que al que contribuyen las fumigaciones, en tanto que
evitan de forma apreciable el contacto de los vectores con las personas cuando aquellos
se aproximan a las zonas de vida para localizar al hospedador humano. Una variante
interesante, con relacion a las pulverizaciones, es la utilizacion de polvo con insecticidas
persistentes en las bocas de las madrigueras de los reservorios mamiferos, estas zonas son
propicias para el alojamiento y la cria de los vectores y hay una alta probabilidad de que
en ellas se desarrollen las formas inmaduras de los flebotomos. Se carece hasta la fecha
de datos acerca de la eficacia de este procedimiento, aunque se presume que es su huella

en el control sea significativa.

Es posible que el impacto especifico de los programas de control de vectores sobre
el control de los flebotomos haya sido limitado, no obstante, su ejecucion es necesaria a

nivel global por su contribucion en la reduccion de exposicion del personal.

Plan de control de reservorios

El primer hecho que se toma en consideracion es la gran cantidad de perros
asilvestrados, que ademas de padecer unas condiciones sanitarias deplorables, deambulan
constantemente en el entorno de las bases y posiciones. Existe una probabilidad muy alta
de que estos animales entren en contacto con el personal. La presencia de perros oficiales,
pertenecientes a los contingentes y que desarrollan misiones de enorme importancia,
complica la situacion. La posibilidad de contacto con los asilvestrados puede provocar no
solo la pérdida de un efectivo canino de gran valor tactico, sino también un aumentando
del riesgo de contagio para su guia y el resto del personal miliar que interaccione con él.
Los perros oficiales estan bajo estricto control veterinario. Un hecho cierto es que a pesar
de la informacion recibida y de las ordenes establecidas, los soldados muestran, en
algunas ocasiones, una actitud humanitaria hacia los animales abandonados. Esto ha
conducido a situaciones de gran carga emocional cuya solucion genera problemas
importantes. La adecuada gestion de este problema es de gran importancia ya que en mas
una ocasion se han producido contagios de importantes enfermedades. Por lo tanto, este
es un aspecto sobre el que se centran muchos de los esfuerzos de los servicios veterinarios
durante los despliegues y donde mas hincapié se hace con ocasion de las actividades
formativas o informativas. Ademas de los mencionados canidos y otros animales
peridomésticos, hay que prestar atencion a otros canidos salvajes y fundamentalmente, a

los roedores.
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El control de los perros oficiales estd perfectamente establecido en las normas
correspondientes y estas son escrupulosamente respetadas siendo responsabilidad de los
oficiales veterinarios su ejecucion y vigilancia. Con respecto a los animales asilvestrados,
los veterinarios de los contingentes llevan a cabo continuamente capturas que en la
mayoria de los casos terminan en sacrificios por la imposibilidad de realizar otro tipo de
gestion de los animales, en cualquier caso, cuando se llega a este extremo siempre se
vigilan escrupulosamente las medidas de bienestar animal y los sacrificios son
humanitarios siendo necesarios para evitar los riesgos que ocasiona su presencia. A pesar
de que esta vigilancia se realiza sin pausa resulta imposible eliminar por completo este
componente de riesgo si bien se ve sustancialmente reducido. Es evidente que ha sido un
componente esencial para evitar riesgos sanitarios de todo tipo y particularmente, en

relacidn con la leishmaniosis.

El control de los roedores es también responsabilidad de los oficiales veterinarios.
Aunque existen medidas de caracter general, los planes siempre se han ajustado a las
particularidades de cada despliegue y se han tomado siempre en consideracion las
fluctuaciones de las poblaciones, que por lo general tienen una marcada dependencia
estacional, para intensificar las actuaciones en estos periodos. Los trabajos se inician con
las inspecciones pormenorizadas de las bases y posiciones y de los entornos
suficientemente extensos, con evaluacion inicial de las poblaciones y planteamiento de
las actuaciones. El objetivo es siempre la eliminacion completa de las diversas especies
que convivan en los entornos de los despliegues. La eficacia de los planes depende del
mantenimiento de la monitorizacion constante a fin de detectar de forma temprana la
presencia de nuevos individuos cuando se produce la recolonizacion de las areas
sometidas a control. Para la ejecucion del plan se dispone de una amplia gama de
dispositivos porta cebos y trampas. No se tiene constancia de que ningiin animal atrapado
presentara la enfermedad y en ninglin caso se han realizado muestreos de los mismos para

investigar la presencia o contacto con el parasito.

Establecimiento del programa de educacion para la salud del personal desplazado

Con caracter general, todo el personal militar recibe durante el periodo de
instruccion basica formacidon en materia de proteccion de la salud sobre la base de las
medidas de proteccion individual. Esta formacion es posteriormente completada por una

formacion de caracter especifico en las propias unidades de destino. Generalmente esta
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formacion es mas especifica en funcion de las actividades mas habituales llevadas a cabo
por cada tipo de unidad en concreto. A esta formacidon basica y complementaria se le
afiade la formacion especifica para cada participacion en misiones en el extranjero. Todo
miembro del contingente es formado especificamente con relacion a los riesgos con los
que va a encontrarse durante el desempefio de su mision y de como hacerles frente. Esta
formacion corre a cargo de los oficiales veterinarios que forman el propio contingente y
que acompafian a este en el transcurso de la emision. Por regla general, todo el mundo
conoce la leishmaniosis con anterioridad al alistamiento de una mision, gracias a la
formacion inicial y complementaria; tienen datos sobre la enfermedad, los signos,
sintomas y medidas preventivas. Durante las fases de concentracion se informa ademas
de los aspectos relacionados con las medidas de proteccion personal, los procedimientos
diagnosticos y tratamientos, el ciclo bioldgico del parédsito y coémo identificar las
situaciones de riesgo frente a ¢l. Las cuestiones mas frecuentes que se suelen plantear
durante estas actividades tienen que ver con el periodo de incubacion de la enfermedad
tras el contagio, la ausencia de procedimientos vacunales y profilaxis en comparacion con
otras enfermedades de transmision vectorial, los tratamientos, las caracteristicas de la
lucha frente a los vectores y la justificacion de algunas de las medidas de control de
reservorios y, especialmente, todo lo relacionado con el control de perros. El resultado es
que todo el personal alcanza los objetivos de conocer los aspectos relacionados con la
etiologia, la prevencion, el diagndstico y tratamiento de forma clara y precisa. En esta
fase se informa y adiestra sobre el uso adecuado de las medidas de proteccion personal y

de su importancia.

El objetivo de los responsables de los planes es que todo el personal conozca las
medidas de proteccion personal. De forma resumida se centran en tres lineas
fundamentales: el uso de los repelentes, el uso adecuado de los uniformes y las medidas
preventivas a considerar durante las pernoctaciones y estancias prolongadas al aire libre.
La informacion acerca de las medidas de proteccion personal y la vigilancia de su
cumplimiento se realiza tanto en territorio nacional como en las diferentes zonas de
operaciones. La informacion se lleva a cabo partiendo de los responsables sanitarios de
las grandes unidades y, de forma descendente, hasta los comandantes de las pequefias
unidades que en ultima instancia hacen llegar la informacion al personal bajo su mando.
En el caso de las operaciones, la responsabilidad recae sobre los oficiales veterinarios del

contingente y la formacion se realiza, como se ha dicho, durante las jornadas previas al
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despliegue durante las cuales, ademas, se comunica toda la informacion de inteligencia
sanitaria de la que se dispone. La vigilancia del cumplimiento se realiza a dos niveles,
tanto en territorio nacional como en zona de operaciones. En primer lugar, por parte de
los comandantes de las pequefias unidades sobre el personal bajo sus ordenes, y en
segundo lugar, por el oficial veterinario mediante inspecciones, encuestas y entrevistas
en los ROLE o botiquines de Base. De las deficiencias observadas en el cumplimiento de
las medidas de proteccion personal, se emiten informes. No existe en la actualidad un
repertorio completo de todos los informes realizados durante los ultimos 30 afos, pero
obstante si se tiene constancia de las conclusiones mas importantes extraidas de los

mismos:

e El cumplimiento de las medidas de proteccion personal en relacion con la
uniformidad se ve seriamente comprometido por el intenso calor al que en
ocasiones se ven expuestos los soldados.

e La mayoria de los soldados no trataban sus uniformes con piretrina.

e Cuando se realizan las pernoctaciones al aire libre, en muchos casos no se
utilizan las mallas mosquiteras, en algunos casos por no haber
disponibilidad y en otros el uso era inadecuado, como por ejemplo
utilizandolas pegadas al cuerpo.

e A pesar de la profusa disponibilidad de repelentes de uso topico, a veces
no eran utilizados y se aludi6 este rechazo en ocasiones a la desconfianza
en su efectividad y el olor desagradable del compuesto, y otras veces a la
suspicacia sobre la seguridad de los compuestos sobre la piel.

e [En algunos casos se recogieron quejas emitidas por parte de los soldados
referentes a la falta de proteccion aportada por el compuesto, lo que
condujo a conclusiones como que la aplicacion no habia sido completa en
la piel expuesta o que la duracion de la proteccion se veia aminorada por
las  durisimas  condiciones climaticas qué aumentaban la

evapotranspiracion corporal y una mas rapida eliminacioén del compuesto.

En resumen, aunque es imposible determinar los casos reales de contagios que se
han podido producir en el transcurso de los ultimos afios con ocasion de la participacion
en las misiones internacionales, tanto de personal militar como civil, las acciones

realizadas han sido eficaces. Las Fuerzas Armadas han implantado medidas para reducir
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los riesgos de la leishmaniosis en todas las misiones, con caracter mas especifico en las
que se han llevado a cabo en Irak, Afganistan y Libano y en general, son similares en
cada situacion. Estas tienen que ver con mejorar las condiciones de vida del personal
dotando, por ejemplo, con aire acondicionado las zonas de descanso, sensibilizando al
personal acerca del riesgo de la leishmaniosis, enfatizando la importancia de la aplicacion

de las medidas de proteccion personal y mejorando las actividades de control de plagas.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Justificacion

Tener la méxima informacién acerca del grado de exposicion a una enfermedad
de transmision vectorial y evaluar las medidas preventivas para evitar el contagio es una
prioridad en cualquier colectivo. La exposicion a la leishmaniosis por parte de los
miembros de las Fuerzas Armadas ha sido objeto de inquietud del mando desde que se
iniciaron los primeros despliegues fuera de Territorio Nacional con ocasion de la
participacion en operaciones de establecimiento y mantenimiento de la paz (Bosnia-
Herzegovina, Kosovo) o por razones humanitarias (Haiti, Indonesia, Pakistan, etc.). El
disefio y la implementacion de las medidas preventivas supuso, desde los primeros
momentos, una intensa labor de recopilacion de datos y disefio de los procedimientos vy,
posteriormente, de la ejecucion de estos. A pesar de ello, en los Ultimos afios se han
detectado casos en personal repatriado con posterioridad a la participacion en los

contingentes.

El hecho de que Espafia esté situada en una de las areas europeas con una mayor
prevalencia de leishmaniosis canina, y la aparicion de brotes de la enfermedad
relacionados con la participacion de lagomorfos como principales reservorios, hacen
sospechar que, aunque con un menor nivel de riesgo, la enfermedad puede ser contraida
por el ser humano también en territorio nacional, aunque las tasas de incidencia sean
sensiblemente inferiores a las que pueden encontrarse en las zonas de operaciones en las

que se haya participado o exista la posibilidad de hacerlo en un futuro.

Si bien ciertamente los brotes importantes han tenido caracter puntual en nuestro
pais, las actividades de instruccion que se realizan de forma constante en los campos de
maniobras pueden suponer una exposicion superior a la que se ve sometida la poblacion
general. En este sentido, debemos tener en cuenta la presencia del vector y la abundancia
de los nuevos reservorios salvajes detectados en algunas de las zonas de mayor actividad

militar.

Pagina 69 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



Objetivos

Los objetivos planteados en el presente trabajo se centran en responder a las

siguientes cuestiones:

1. Estudiar si la participacion en operaciones que se desarrollan en areas o
regiones hiperendémicas a las diferentes formas de leishmaniosis supone un aumento de
la exposicion a los flebotomos y, en consecuencia, del contacto con el parasito y
desarrollo de la enfermedad, y a que puede ser debido.

2. Establecer si existe un riesgo adicional de los miembros de las Fuerzas
Armadas de contraer la Leishmaniosis visceral en Territorio Nacional como consecuencia
de llevar a cabo de forma frecuente y periddica, actividades de adiestramiento en los
Campos de Tiro y Maniobras (CTM) en los que existe la presencia de flebotomos y
reservorios de la enfermedad, aunque se mantenga entre ellos un ciclo selvatico. Se
tomara como referencia concreta al CTM de Renedo-Cabezon y la Base El Empecinado,
en Valladolid.

3. Estudiar si los procedimientos no invasivos (a partir de pelo) constituyen un
método adecuado para la determinacion de la enfermedad o la exposicion al agente y, si
en base a ellos, se puede establecer un sistema util de monitorizaciéon que revele la
prevalencia de la enfermedad, tanto entre los reservorios salvajes como en el hospedador
incidental humano.

4. Determinar los niveles de parasitacion de los reservorios y la presencia del
parasito entre los vectores para establecer los niveles de riesgos con relacion a las
actividades de instruccion y en el desarrollo de operaciones.

5. Someter a juicio las medidas preventivas efectuadas o ejecutadas de forma

rutinaria para evitar el contagio tanto en zona de operaciones como en territorio nacional.

Pagina 70 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



Deteccion de Leishmania infantum
mediante PCR en tiempo real (gPCR) en
conejos salvajes

(Ayuso-Sainz et al., 2022, Med. Weter. 78(2), 91-94, DOI:
dx.doi.org/10.21521/mw.6615).

Introduccion

Leishmaniosis es una zoonosis mundial causada por el protozoo Leishmania,
siendo L. infantum la causa mas importante de leishmaniosis en perros y en personas con

el sistema inmune deprimido en el area mediterranea (WHO, 2010).

Los parasitos de Leishmania se han identificado en un gran nimero de reservorios
animales salvajes en los que los insectos Phychodidae de los géneros Phlebotomus y
Lutzomyia actian como vectores (Ashford, 2000; WHO, 2010). Existe un gran nimero
de animales salvajes de diferentes 6érdenes que estan adaptados a la infeccion por parte de
Leishmania spp. (Ashford, 1996), al contrario que en el caso de los perros y los humanos
(Alvar, Vélez, Bern, Herrero, Desjeux, Cano, Jannin, & Boer, 2012; Ruiz-Postigo, Grout,
& Jain, 2020). El orden Rodentia tiene el mayor nimero de reservorios salvajes para todas

las especies de Leishmania (Burza et al., 2018).

El orden Lagomorpha se ha convertido en un objetivo de estudio debido a un brote
epidémico aparecido en Madrid de 2009 a 2020, en el que se vieron afectadas alrededor
de 500 personas con el sistema inmune deprimido y que presentaron sintomas clinicos
tanto en piel como en visceras (Arce et al., 2013; Jiménez et al., 2014). Leporidae
(especialmente Oryctolagus cuniculus y Lepus granatensis) fueron los reservorios
responsables de la transmision de L. infantum a Phlebotomus perniciosus que estaba
presente en el area (Jiménez et al., 2014; R. Molina et al., 2012b). Leporidae estd muy
adaptada a la infeccion por Leishmania y no desarrollan una forma visceral de la
enfermedad como si sucede en canidos y humanos (Burza et al., 2018). Estudios recientes
en conejos revelaron la ausencia de lesiones histoldgicas tipicas de leishmaniosis, asi
como unas cargas de parasitos bajas. Se ha probado que la piel es el érgano con la mayor

carga del parésito, acentuando su importancia tanto para el diagnéstico como para la
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transmision de los mosquitos (Jiménez et al., 2014; Ortega-Garcia et al., 2019). Los
estudios de xenodiagnostico demostraron la capacidad de las liebres para transmitir L.
infantum a P. perniciosus (Jiménez et al., 2014; R. Molina et al., 2012b) y la deteccion
de L. infantum en P. perniciosus en el mismo foco de leishmaniosis en Espana (E.
Gonzalez, Jiménez, Hernandez, Martin-Martin, & Molina, 2017; E. Gonzalez et al., 2021;
Jiménez et al., 2013).

Se han desarrollado distintos métodos seroldgicos de diagndstico, tales como
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorgent Assay), DFA (Direct Fluorescent Antibody
test) e IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Technique), para el diagndstico de
leishmaniosis en conejos y liebres, asi como métodos parasitologicos tales como cultivos
y PCR en tiempo real en bazo, higado y piel (Chitimia et al., 2011; Garcia et al., 2014; 1.
Moreno et al., 2014). Recientemente, se ha demostrado que las muestras de pelo pueden
utilizarse para el diagndstico molecular de L. infantum y L. major, y para ser usadas en
infecciones experimentales, clinicas y epidemioldgicas (Belinchon-Lorenzo et al., 2013;
Iniesta et al., 2013; Mufioz-Madrid et al., 2013). Ademas, el pelo es facil de obtener sin
causar dafio a los animales, y permaneciendo estable el ADN kinetoplasto (kDNA) de
Leishmania en su interior durante el tiempo y después de condiciones ambientales

extremas (Mufoz-Madrid et al., 2013).

El estudio de los mamiferos salvajes que actian como reservorios es esencial para
el control de la leishmaniosis. En Espatfia, la mayor parte de las investigaciones en conejos
salvajes se realizaron en el area central de Madrid y en la costa sudeste del Mediterraneo.
En el 4rea de Castilla y Ledn, el nimero de casos humanos fue de 15 de 2014 a 2018
(0,13-0,2 / 100.000 habitantes) (Martinez, Barroso, & Portero, 2019). Adicionalmente,
los cambios ambientales como la desaparicion de la agricultura, del ganado y de los usos
tradicionales de las tierras, asi como la presencia de hierbas y matojos, la ausencia de
predadores y competidores y las temperaturas mas moderadas facilitan el ciclo vital y la

reproduccion de conejos y liebres (Arce et al., 2013).

Por tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar mediante qPCR la
presencia de DNAk Leishmania en conejos salvajes que podrian actuar como reservorios
de la enfermedad en un area de la provincial de Valladolid en Castilla y Leon cercana a

Santovenia de Pisuerga, un pueblo de 5000 habitantes con cambios recientes donde las
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hierbas y matojos han cubierto grandes extensiones muy adecuadas para la proliferacion

de mosquitos.
Material y Métodos

Animales

Se capturaron 116 conejos salvajes entre Mayo de 2017 y Marzo de 2018 en
Santovenia de Pisuerga, Valladolid (ETRS89 / UTM Zone 30). La zona de muestreo se
dividi6 en 5 zonas: Zona 1 (Z1: 19 animales), Z2 (28 animales), Z3 (28 animales), Norte
(Zn: 22 animales) y Sur (Zs: 19 animales) (Ilustracion 5). Los animales fueron capturados
(Cowan, 1984) bajo la autorizacion de las autoridades de Salud Publica de la Comunidad
de Castilla y Leon, siguiendo la norma nacional RD 53/2013 y la Directiva Europea
2010/63/EU. Los conejos fueron transportados al laboratorio durante las 5 horas
siguientes a su captura. No se observaron lesiones macroscopicas compatibles con

infecciones subclinicas.

Espana Santovenia de Pisuerga

llustracion 5. Geolocalizacion de las dreas en las que los conejos salvajes fueron capturados para la deteccion de
Leishmania. Areas en Santovenia de Pisuerga, Valladolid.
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Muestras.

Se recogieron de 50 a 100 pelos utilizando tijeras a partir de dos zonas corporales
(espalda y flanco) y se introdujeron en bolsas de plastico estériles y fueron enviadas al
laboratorio (Ilustracion 6). Los bazos fueron extraidos de los animales, almacenados en
bolsas de plastico estériles, y almacenados a —80°C hasta el momento de la extraccion del

ADN.

llustracion 6. Conejos capturados, sacrificados y muestreados en CMT Sur.

Extraccion del ADN y los andlisis de gPCR.

Aproximadamente 20 pelos y 20 mg de bazo de cada animal se introdujeron en
microtubos estériles de tapon roscado e incubados durante la noche a 56 °C en 250 ul de
buffer de lisis (10 mM TrisCl, 0,1 M EDTA, 0,5% SDS) con 100 mg/ml de Proteinasa K.
El ADN se extrajo utilizando 200 pl del sobrenadante obtenido a partir de las muestras
procesadas con el GeneJET Genomic DNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La técnica qPCR
utilizada se desarroll6 siguiendo protocolos previamente publicados (Belinchon-Lorenzo
et al., 2016). Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo in placas de 96 celdillas en un
volumen final de 20 pl (4 pl de ADN + 16 pl de Reaction Mix), conteniendo 20 uM de
cada primer (Leish 1: 5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3" y Leish2: 5°-
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ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’), 10 uM de TagMan Probe (FAM-5’-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-MGB), y el iTaq Universal Probes Supermix (Biorad
Laboratories, Hercules, CA, USA). El ciclo térmico utilizado fue el siguiente: incubacion
a 50 °C durante 2 minutos, desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 minutos, seguidos
de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos y una extension de anillado
a 60 °C durante 1 minuto. Cada amplificacion se acompaiid6 de controles positivos y
negativos. El ADN extraido de 55.000 promastigotes de L. infantum
MCAN/ES/1996/BCN150 zymodeme MON-1 fue utilizado como control positivo. El
ADN extraido a partir de muestras de sangre de perro sano se us6 como control negativo.
Todos los analisis fueron llevados a cabo en un Step One Plus Real Time PCR System
(Applied Biosystems Laboratories, Foster City, CA, USA). Con el fin de cuantificar el
Leishmania kKDNA, se elabor6 una curva estandar utilizando ADN extraido a partir de 6
cantidades de parasitos de L. infantum (MCAN/ES/1996/BCN150, zymodeme MON-1)
oscilando desde 50.000 a 0,5 (factor de dilucion x10); el ADN fue extraido y analizado
junto con las muestras de pelo por triplicado. El ciclo limite (threshold cycle, Ct), que se
corresponde con el punto de intercepcion en el eje Y para cada analisis (es decir, el valor
Ct esperado para la cantidad estimada de 1 parasito), se utiliz6 como corte, siendo
positivas aquellas muestras cuyos valores Ct fueron menores o iguales al valor de corte
en el eje Y para cada ensayo. Los andlisis fueron llevados a cabo en el Laboratorio
LeishmanCeres, Unidad de Parasitologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de

Extremadura, Caceres.

Resultados y Discusion

La Tabla 5 muestra los resultados de la qPCR tras el analisis de los pelos (de la
espalda y del flanco) de conejos salvajes procedentes de la provincia de Valladolid. El
método de la qPCR permitio detectar y cuantificar la presencia de L. infantum en 4 de los
116 (3,45%) animales analizados. El numero de parasitos estimado en las muestras
positivas fue variable, oscilando entre 2,60 y 276,60. La mayor cantidad de DNA del
parasito se observe en el area geografica Z1, siendo el niumero estimado de parasitos en
el pelo de un individuo (No. 15) hasta 100 veces mayor que el observado en el resto de
los animales. Los resultados procedentes del animal No. 12 dieron como resultado un

valor Ct (32,15) cercano al limite (32,00), aunque fue considerado como negativo.
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La Tabla 6 muestra los resultados positivos de la qPCR tras el analisis de los bazos
de los animales. L. infantum fue detectado y cuantificado en 3 de los 116 (2,59%)
animales analizados. El nimero de parasitos estimado en las muestras oscil6 entre 1,41 y
1,80. No se encontraron resultados positivos en los animales procedentes de las areas Z1,

/ny7Zs.

La fiabilidad de los resultados fue valorada mediante el coeficiente R? (desde
0,996 hasta 0,999), la pendiente o slope (desde —3,36 hasta —3,33) y la eficiencia alta
alcanzada (entre 98,56% y 99,64%). Las muestras fueron consideradas positivas cuando
el valor Ct de cada uno de los triplicados fue menor de 32,00 (muestras de pelo) o de

32,66 (muestras de bazo).

Las muestras de pelo pueden obtenerse mediante métodos no invasivos en los
animales salvajes, y son estables a las condiciones ambientales durante el
almacenamiento y transporte (Bengtsson et al., 2012; Garzel, Hankenson, Combs, &
Hankenson, 2010; Gilbert et al., 2006). Ademas, el pelo protege al DNA parasitario de la
degradacion externa, el almacenamiento a —80°C, la desecacion y la radiacion UV
(Mufioz-Madrid et al., 2013). Nuestros resultados demuestran que el pelo es una muestra

apropiada para la deteccion de Leishmania en Leporidae salvajes.

La variabilidad observada entre los animales con respecto a la carga parasitaria
estaba en concordancia con otros estudios previamente publicados en los que se
describieron pocos animales positivos y poco impacto clinico (Garcia et al., 2014; Ortega-
Garcia et al., 2019; Ortega et al., 2017). (Ortega et al., 2017) estudiaron la presencia de
L. infantum en leporidos, detectando por primera vez DNA de L. infantum en el 67%
(22/33) y en el 53% (17/32) de las muestras de pelo de conejos y liebres, respectivamente.
Estos autores también encontraron que el 100% (7/7) de los conejos y el 33% (1/3) de las
liebres fueron positivas a la presencia de L. infantum en todas las muestras estudiadas:
bazo, piel y pelo. En cambio, en el presente trabajo no se encontraron identificaciones
positivas de L. infantum en las muestras de pelo y bazo procedentes del mismo animal.
Esto puede ser debido a que los mamiferos salvajes podrian actuar como reservorios
asintomaticos ya que no se detectaron lesiones macroscopicas en el examen post mortem
de los animales positivos (Ortega-Garcia et al., 2019). Algunos autores (I. Moreno et al.,
2014; R. J. Quinnell & Courtenay, 2009) publicaron que la ausencia de lesiones podria

deberse a (i) una asociacion reciente entre el hospedador y el parasito, (ii) a un niimero
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bajo de parésitos o (iii) a una virulencia reducida del parasito maximizando su

transmision.

El conocimiento de la ecologia de la leishmaniosis requiere mucho trabajo para
identificar los hospedadores implicados en la enfermedad en distintas areas geograficas.
Los estudios con mamiferos salvajes necesitan técnicas caras basadas en analisis post
mortem o muestreos in vivo (Munhoz-Madrid et al.,, 2013). Los estudios de
xenodiagndstico ya realizados con conejos salvajes y liebres ibéricas probaron que estos
mamiferos son capaces de transmitir L. infantum a P. perniciosus siendo una evidencia
importante de su papel en la transmision de Leishmania incluso en los casos sin signos

clinicos (R. Molina et al., 2012b).

En Espana, L. infantum se ha investigado en conejos salvajes y liebres en dos areas
geograficas, i.e., Madrid (Arce et al., 2013; Garcia et al., 2014; Jiménez et al., 2014;
Ortega et al., 2017) y la costa sureste mediterranea (Chitimia et al., 2011). En el presente
estudio el area de muestreo esta cercana a una pequefia poblacién que recientemente ha
sufrido el cambio de algunas de sus zonas agricolas con la posibilidad de promover la

extension de mosquitos y conejos.

Nuestros resultados demuestran que el pelo es una muestra apropiada para la
deteccion de Leishmania en Leporidae salvajes, tal y como ha sido también probado en
otros mamiferos salvajes. Los resultados del presente estudio muestran la importancia del
papel de los Leporidae salvajes (conejos en el presente trabajo) como reservorios de
Leishmania, llevando a la necesidad de realizar estudios mas extensos junto con
investigaciones entomoldgicas para elucidar el posible papel de los conejos salvajes en

un ciclo selvatico de transmision de L. infantum en esa area.

Pagina 77 de 133
Tesis doctoral de Juan José Ayuso Sainz



Tabla 5. Resultados del andlisis de pelo con qPCR. El resultado positivo fue considerado cuando el valor medio Ct (a
partir de los andlisis realizados por triplicado) fue menor de 32,00. No se encontraron animales positivos al andlisis
de pelo en las dreas Z2,

, NO. DE NO. DE NO. DE CT MEDIA DEL NO. DE
AREA ANIMALES POSITIVOS ANIMAL MEDIA PARASITOS ESTIMADOS
71 19 4 1-4,8, 10, 14 ND -

5 36,75 -
6 31,14 2,60
7 37,68 -
9 39,78 -
11 38,40
12 32,15 -
13 35,93 -
15 24,52 276,60
16 27,38 36,45
17 34,03 -
18 29,46 8,67
19 37,22 -
72 28 0 3-13,15, 18, ND -
20-28
1 35,61 -
2 38,95 -
14 38,76 -
16 38,72 -
17 36,91 -
19 36,88 -
73 28 0 2-28 ND -
1 38,34 -
ZN 22 0 1-22 ND -
YA 19 0 1-19 ND -
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Tabla 6.Resultados positivos del andlisis de bazos con gPCR. El resultado positivo fue considerado cuando el valor
medio Ct (a partir de los andlisis realizados por triplicado) fue menor de 32,66. No se encontraron animales positivos
al andlisis de bazo en las dreas Z1, Zn o Zs. ND, no detectado

) N°. DE N°. DE cr MEDIA DEL N°. DE
AREA ANIMALES POSITIVOS N DE ANIMAL MEDIA PARASITOS ESTIMADOS

71 19 0 4-19 ND :
1 37,00 -
2 36,90 -
3 39,28 -
72 28 2 1-8, 10-11, 13-14, 17, 19, 27 ND -
9 36,17 -
12 39,70 -
15 37,63 -
16 32,82 -
18 39,50 -
20 3537 -
21 32,76 -

22 32,26 1,42
23 32,75 -
24 34,18 -

25 31,85 1,80
26 34,78 -
28 33,13 -
73 28 1 1,5,12,17-20, 22-25, 27-28 ND -
2 35,93 -
3 37,07 -
4 37,35 -
6 35,50 -
7 37,29 -
8 36,78 -
9 35,46 -

10 32,21 1,41
11 39,93 -
13 36,98 -
14 37,01 -
15 36,38 -
16 36,03 -
21 38,69 -
26 36,71 -
ZN 22 0 1-5,7-10, 12-22 ND -
6 37,52 -
11 35,80 -
78 19 0 1-4, 6-14, 16-19 ND -
5 36,58 -
15 39,88 -
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Deteccion molecular de Leishmania en
flebotomos.

Introduccion

En Espafia, la leishmaniosis es causada por L. infantum (OMS, 2010),
notificandose esencialmente formas viscerales y, en mucha menor cuantia, cutaneas y
mucosas (Gil-Prieto, Walter, Alvar, & De Miguel, 2011). El vector es la base de
transmision de la leishmaniosis en todo el mundo, incluidos los paises mediterraneos. Los
ciclos salvajes de Leishmania siguen siendo insuficientemente conocidos a pesar de su
importancia sobre la epidemiologia de la enfermedad. Hasta la fecha, los vectores
implicados en la transmision en Espafia son P. perniciosus y P. ariasi. No hay certeza de
la implicacion de Sergentomya minuta (Pereira et al., 2017). Los casos de leishmaniosis
en Espafia se agrupan significativamente en la zona mediterranea y en la region central
(INE Carlos III, 2018). En 2018, se notificaron 4 casos de leishmaniosis (1 caso en cada
una de las provincias de Avila, Le6n, Salamanca y Valladolid), con una tasa de 0,2 casos
por 100.000 habitantes en la region de Castilla y Ledn (JCyL, 2019). Todos los casos se

notificaron en hombres con una tasa de 0,3 casos por 100.000 habitantes.

La aparicion en 2009 de un importante brote en la Comunidad de Madrid (Arce et
al., 2013) cuyo reservorio son, fundamentalmente, liebres (Lepus granatensis) (Molina et
al., 2012a) y, adicionalmente, conejos (Oryctolagus cuniculus), ambos con gran
capacidad infectante para los vectores (Jiménez et al., 2014) y en consecuencia para el
reservorio humano, acenttia la sospecha de que la prevalencia de Leishmania es mayor a
la que inicialmente cabria esperar en virtud de la tasa que presenta en la poblacion general

(INE Carlos I1I, 2018), y por lo tanto, el riesgo de contagio también es mayor.

La abundancia de conejos en diferentes areas de la peninsula Ibérica, y la
proximidad de éstos a otros animales salvajes como el zorro (Vulpes vulpes), que
constituye un importante reservorio del parasito, permite presumir que el peso del agente
entre ellos es muy importante, y que la difusion entre los conejos tiene que ser no solo
posible sino altamente probable, tratandose de una zona endémica como es Espafia. Por

otra parte, factores asociados a la actividad humana y el cambio climatico estan
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influyendo en la distribucion de Leishmania en partes del mundo muy diferentes (P. D.

Ready, 2010).

En los ultimos 30 afos, y con ocasion de la inestabilidad politica debido a los
conflictos acaecidos en el Golfo Pérsico y Afganistan, un nimero importante de civiles y
militares occidentales se han desplazado a Oriente Medio. Se trata de un area con intensa
presencia de Leishmaniosis, 1o que ha acarreado un nimero indeterminado de contagios.
Sin embargo, el hecho de que se hayan producido contagios no implica que éstos hayan
tenido lugar con ocasion de la participacion en misiones internacionales en areas
endémicas; en este sentido, Espafia es, en si misma, un area endémica de LV por L.
infantum, por lo que los lugares en los que, de forma habitual, se realizan los ejercicios
militares pueden suponer una exposicion y un riesgo de contagio. Se conoce la presencia
del vector en las zonas determinadas para este estudio, se ha tenido en cuenta el papel que
juega el conejo en el mantenimiento del ciclo epidemioldgico de la enfermedad, y es
notaria la gran abundancia de estos animales. Estos hechos hacen sospechar que el ciclo
puede estar presente en un area en la que se realizan actividades con unas peculiaridades
que exponen de forma particular al personal militar. Este personal se ha visto expuesto
durante periodos mas o menos prolongados al contagio a través del vector. Los
acondicionamientos de los campamentos, las medidas de lucha contra los vectores y la
educacion sanitaria han sido elementos estrechamente vigilados por la autoridad sanitaria
militar. El objetivo del trabajo fue realizar un estudio de los flebotomos en la zona, en

particular de P. perniciosus.

La deteccion de la enfermedad entre los soldados expatriados con motivo de
operaciones internacionales se imputa, en primera instancia, a la situacioén epidemiolédgica
de las areas en las que se han desplegado. Sin embargo, las condiciones epidemiologicas
en territorio nacional, las circunstancias y lugares en los que se realizan las actividades
de entrenamiento, y la presencia de abundantes colonias de posibles reservorios, hacen
sospechar que los contagios pueden tener lugar también como consecuencia del contacto
con los vectores infectados en los campos de adiestramiento, pero que la infeccion se
atribuya a la participacion en operaciones internacionales por ser, a primera vista, la
opcidn mas plausible. En este sentido, es importante mencionar que las rigurosas medidas
de sanidad ambiental llevadas a cabo en las zonas y enclaves de despliegue de las tropas

dificultan considerablemente el contacto con los vectores.
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En este contexto se plantea, en primer lugar, investigar la presencia de Leishmania
entre los vectores presentes en uno de los campos de adiestramiento mas cominmente
utilizados por las Fuerzas Armadas espanolas, el Campo de Tiro y Maniobras (CTM) de
Renedo-Cabezén y la Base Militar EI Empecinado. Este trabajo tuvo como objetivo
realizar un estudio entomoldgico con el fin de obtener informacion de las densidades de
los flebotomos durante el estio, y las tasas de infeccion de Leishmania en una zona de
intensa presencia de posibles reservorios salvajes y con una exposicion intensa del

personal militar.
Metodos

Area geogréfica

Las prospecciones entomoldgicas se realizaron en cuatro zonas militares
identificadas como CTM Norte (41.43.19 N, 4.37.55W; a 715 m sobre el nivel del mar),
CTM Sur (41.39.41 N, 4.38.13W; 719 m), Base Norte (41.42.11 N, 4.39.57 W; 704 m) y
Base Sur (41.42.05 N, 4.39.34 W; 710 m). En su conjunto la zona militar comprende un
total de 44,4 Km?, rodeada por los municipios de Cabezon de Pisuerga, Santovenia de
Pisuerga, Renedo de Esgueva y Castronuevo de Esgueva, a 8 km al noroeste de
Valladolid, en una zona de meseta elevada entre los cauces de los rios Pisuerga al Oeste

y Esgueva al Sureste. (Ilustracion 7).

La topografia de las areas de muestreo contiene modestas variaciones de altitud,
con una altitud promedio de 710 m sobre el nivel del mar. En un radio de 15 km contiene
solamente variaciones de 140 m, y en un radio de 80 km contiene variaciones de hasta
680 m. Las éareas cercanas a los puntos de muestreo estan cubiertas por cultivos en cerca
del 80% de la superficie y superficies artificiales algo por encima del 10%. Dentro del

propio campo de maniobras la superficie arbolada supera el 15% (GMAO, 2015).

Por lo que se refiere a los pardmetros climaticos del area de muestreo, la
temporada calurosa dura aproximadamente 3 meses desde el 16 de junio hasta el 15 de
septiembre, y la temperatura maxima promedio diaria es de 25 °C. El mes mas célido es
julio (temperatura maxima promedio de 29 °C y minima de 14 °C). En general, los
veranos son cortos, calurosos, secos y, mayormente, despejados; los inviernos son muy
frios y parcialmente nublados. En el transcurso del afio la temperatura generalmente varia

entre 1 y 30 °C, y rara vez desciende por debajo de -4 °C o sube por encima de los 35 °C.
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El porcentaje promedio de cielo cubierto varia considerablemente a lo largo del afo. La
época mas despejada coincide con la mas calurosa ya mencionada. La época mas nublada
se corresponde con el resto del afio. La probabilidad de dias con precipitaciones de al
menos 1 mm varia a lo largo del afio. La temporada mas seca se corresponde con la mas
calurosa. El mes con menos precipitaciones es agosto (2,2 dias con al menos 1 mm de
precipitacion). El periodo del afio sin lluvia dura un mes y medio (del 10 de julio al 25 de
agosto). El dia mas largo del aflo es el 21 de junio con 15:12 h de luz natural. Con respecto
al viento, aunque éste depende en gran medida de la topografia y de otros factores, tiene
variaciones leves a lo largo del ano. La época mas ventosa dura 5 meses (del 1 de
diciembre al 6 de mayo) con velocidades promedio de mas de 14,4 km/h. El mes mas
ventoso es marzo con vientos promedio de 14,5 km/h. El tiempo mds calmado del afio
dura aproximadamente 7 meses del 6 de mayo al 1 de diciembre y el mes mas calmado
es agosto (12,8 km/h). La direccion predominante varia a lo largo del afo, siendo
predominante de componente Este (dura apenas 2 semanas en la segunda mitad de julio)
mientras que el viento mas frecuente es el de componente Oeste durante casi el resto del

ano.

Se realizd una observacion minuciosa del campo previa a decidir las zonas de
muestreo. Se tomaron en consideracion los siguientes criterios: la presencia y el nimero
de madrigueras y la presencia de conejos, las condiciones propicias para la presencia y
mantenimiento de los vectores, y ser zonas frecuentadas en las actividades habituales del
personal de la base o de los efectivos que realizan ejercicios u obras de mantenimiento y
mejora del campo. Una vez delimitadas e identificadas las aéreas de muestreo, las trampas
fueron movidas de emplazamiento cada noche dentro de la misma area. A continuacion,
se concreto el intervalo temporal durante el cual se van a realizar los muestreos, tomando
como horquilla temporal los meses de verano, en particular desde el Gltimo tercio del mes
de junio al ultimo tercio del mes de septiembre, por tratarse este periodo del de mayor
actividad de los vectores y, por lo tanto, el periodo durante el cual la posibilidad de
recolectar un mayor nimero de especimenes es mas alta. Se dispone que la colocacion de
la trampa en diferentes areas de muestreo elegidas sea lo mas uniforme posible. Por otro
lado, se tiene en cuenta que la limitacion mas importante para los muestreos serd la
climatologia, ya que tanto la lluvia como el viento intenso no permitiran realizar los

muestreos.
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llustracion 7. (de Izq. a Dch. de arriba a abajo). Puntos de muestreo: Base El Empecinado Norte y Sur, CTM Sury CTM
Norte. Google.

Captura e identificacion de flebotomos.

Los flebotomos se capturaron durante el verano de 2017, entre los dias 25 de junio
y 30 de septiembre, en su temporada activa. A la hora de decidir el procedimiento y el
equipo de captura se eligieron las trampas CDC miniatura (LT) con luz incandescente
debido a los datos publicados acerca de su eficacia frente a otros tipos de trampas o
dispositivos (Hesam-Mohammadi et al., 2014). Asimismo, se desecho la idea de utilizar
trampas adhesivas colocadas en el suelo por la abundancia de fauna salvaje en las zonas
de muestreo. Las trampas de luz se utilizaron durante 68 noches, reemplazandose cada
manana. La temperatura y la humedad relativa (HR) se registraron cada noche mediante
registradores de datos (Termohigrometro Testo 608-H1) colocados en las trampas de luz.
Se ide6 un dispositivo a modo de tripode que suspende la trampa y sostiene la bateria
(Ilustraciones 8 y 9); la entrada de la trampa se situa a una altura de 1,20 m sobre el suelo
(en zonas llanas sin accidentes orograficos, ni edificaciones ni vegetacion, y sobre las

entradas de las madrigueras) permitiendo que el insecto localice la fuente luminica.
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llustracion 8. Trampa CDC (LT) en: CMT Norte y en Base Norte, sobre zonas con abundantes huras de Conejos.

llustracion 9. Trampa CDC (LT) al orto en Base Sury al orto en CMT Sur.

Los artropodos recolectados se trasladaron inmediatamente al laboratorio, siendo
sometidos a temperatura de -80° C durante unos instantes y, posteriormente, fueron
separados y seleccionados. Los flebotomos se almacenaron en etanol al 70% a 4 °C hasta
su procesamiento. La identificacion taxondmica de los flebotomos capturados se basé en
la morfologia de los genitales masculinos y las espermatecas de las hembras (Gil-Collado,
J., Mérquez, F. M., & Marin, 1989). Los genitales femeninos se aclararon en medio de
Marc-André y se transfirieron junto con la cabeza a una gota de medio de montaje de
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Hoyer en un portaobjetos de vidrio para su identificacion al microscopio (Molina et al.,
2017).(Tlustracion 10). Los flebotomos hembra y machos se almacenaron por separado y
se diseccionaron posteriormente. La presencia de sangre procedente de una ingestion por
picadura previa se determind por observacion bajo un microscopio estereoscopico

(Motic™ Estereomicroscopio trinocular BA310E, Fisher Scientific).

llustracion 10. Espermatecas de especimenes de Sergentomya spp. (1zq), y de Phlebotomu perniciosus (Dch),
montados sobre Hoyer

Extraccién de ADN y andlisis de PCR

Los flebotomos hembras conservados en etanol al 70% se lavaron individualmente
en agua destilada estéril en placas de microtitulacion ELISA. Se extrajeron la cabeza, las
alas, la genitalia y las patas de cada flebotomo hembra. El torax y el abdomen se usaron
para la extraccion de ADN usando el kit de extraccion de sangre y tejido DNeasy®
(Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. E1 ADN de
cultivos de promastigotes (control positivo) se obtuvo utilizando el mismo kit. En ambos
casos, se obtuvieron dos eluciones de ADN de 100 pl y se determinaron la cuantificacion
y la pureza adicionales mediante un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.). Finalmente, las muestras se almacenaron a -

20 °C hasta su uso.

La deteccion de Leishmania se llevod a cabo mediante la amplificacion de un
fragmento de ADNk de 120 pb, Sequence FKDNA (5'-ATT TTA CAC CAA CCC CCA
GTT-3") y Sequence RkDNA (5-GTG GGG GAG CGT TCT-3"). Los productos de PCR

se separaron en gel de agarosa al 1,5 % (Conda S.A., Torrejon de Ardoz, Espaiia). Tefiidos
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posteriormente con solucion de Red Safe (30 minutos en agitacion, oscuridad y
temperatura ambiente) y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Los analisis fueron
realizados en el Laboratorio del Area de Microbiologia, Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid, Valladolid.

Resultados y Discusion.

Se recolectd un total de 1.829 flebotomos a lo largo de 68 noches de muestreo
(media de 26,90 ejemplares/noche). La distribucion de capturas segiin fechas fue la
siguiente: 7 en junio, 55 en julio, 30 en agosto y 33 en septiembre. En cuanto a las zonas
de muestreo, la distribucion fue la siguiente: CTM Norte (n=48), CTM Sur (n=21), Base
Norte (n=34), y Base Sur (n=22).

De las 1.829 capturas, se identificaron 203 ejemplares de P. perniciosus (11,10%);
de ellos, 125 fueron identificados como hembras (61,58%). El 14,40% (14 ejemplares)

de las hembras mostraban evidencia de haberse alimentado con sangre en los ultimos dias.

Los 125 flebotomos identificados como P. perniciosus hembras fueron
analizados, no detectindose ninguna identificacion positiva a la presencia de ADN de

Leishmania.

La humedad relativa y la temperatura de este estudio corresponden a los valores
registrados entre el anochecer y el amanecer, en el momento de colocacion y puesta en
funcionamiento de las trampas, y de la parada y recoleccion de lo ejemplares atrapados.
Los parametros bioclimaticos recogidos en este trabajo exhibieron fluctuaciones ligeras

a lo largo de todo el periodo de estudio (Ilustraciones 11y 12).
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Los estudios de prevalencia de la infeccion por Leishmania en los vectores
flebotomos indican la intensidad de la transmision por parte del parasito (Burkett, Knight,
Dennett, Sherwood, Rowton, & Coleman, 2007; E. Gonzalez et al., 2017; Mufioz et al.,
2017; Torina, Sole, Reale, Vitale, & Caracappa, 2008). En este trabajo se pretende obtener
informacion sobre las tasas de infeccion por flebotomo y el grado de exposicion humana
a la leishmaniosis en un area muy concreta donde se realizan actividades de instruccion
militar. En Espafia, se detectd un aumento inusual de los casos de leishmaniosis humana
en Madrid (E. Gonzédlez et al., 2017); los estudios entomoldgicos mostraron la
importancia de Phlebotomus perniciosus como vector. Por su parte, Torina et al. (Torina
et al., 2008) analizaron un total de 194 hembras para L. infantum mediante analisis de
PCR, encontrando unas determinaciones positivas (9,8% de hembras gravidas, 5,8% de
hembras alimentadas con sangre, y 5,5% de hembras sin evidencia de alimentacion con
sangre) que apoyan el uso de las moscas de arena para la evaluacion de la prevalencia de
Leishmania. Por el contrario, no se encontrd ninguna identificacion positiva en el presente

estudio.

La presencia de leishmaniosis en algunas zonas puede estar asociada con la
urbanizacion, factores ecologicos y cambios climéticos o cambios antropogénicos de la
tierra, como la deforestacion-reforestacion o la construccion de carreteras, que provocan
cambios en las densidades de vectores y de los hospedadores, o variaciones en las especies
que pueden participar como tales (Alten et al., 2016). Asi, estos autores observaron la
expansion geografica de vectores flebotomos de L. infantum en el Mediterraneo debido a
cambios en el clima. Por su parte, diversos autores han evidenciado los cambios en la
distribucion espacial de los vectores debido a influencias tanto climaticas como socio
economicas (Ballart et al., 2014; Fischer et al., 2011; Franklinos et al., 2019; Galvez,
Descalzo, Guerrero, Mir6, & Molina, 2011; Mclntyre, Rangel, Ready, & Carvalho, 2017;
Valero & Uriarte, 2020). Estas circunstancias pueden ser un importante elemento
facilitador de los brotes de ETV. En el caso del presente estudio, las altas densidades de
conejos unido a la presencia del vector resultan preocupantes. Aunque la leishmaniosis
es considerada una enfermedad zoonoética en Espafia, con el perro como principal
reservorio, los lagomorfos parecen jugar un papel como reservorios salvajes de

leishmaniosis (Jiménez et al., 2014; R. Molina et al., 2012b).

Con respecto al personal militar, ciertos autores estudiaron la distribucion

temporal y geografica de las moscas de arena en la base militar estadounidense de Tallil,
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Irak (Coleman et al., 2007), encontrando que el nimero de moscas fue pequeiio en Abril,
aument6 a lo largo de Mayo, y se mantuvo en sus cifras mas altas desde mediados de
Junio hasta principios de Septiembre para, posteriormente, disminuir rapidamente a
finales de Septiembre y Octubre. Estos autores también publicaron que las moscas eran
mas mas activas a primeras horas de la tarde durante los meses mas frescos, mientras que
lo eran en mitad de la noche durante los meses mas calurosos. Por otro lado, otros autores
estudiaron el impacto del tiempo atmosférico sobre la actividad de la mosca de arena
(Colacicco-Mayhugh et al., 2011), encontrando que la velocidad del viento, el porcentaje
de cielo cubierto, y la iluminacion de la luna tienen una influencia negativa sobre el
numero de moscas; de esta forma, estos autores establecieron que habia un mayor nimero
de moscas las noches calidas, claras, con poco viento y minima iluminacion lunar. El
impacto de las condiciones climaticas sobre el muestreo no resultd de especial interés
para las conclusiones de este estudio. Sin embargo, es importante tomarlas en
consideracion a la hora de planificar y ejecutar dicho plan de muestreo para obtener un
resultado optimo en forma de especimenes capturados. En principio, la zona de muestreo
no se puede considerar como una zona de presencia de L. infantum y, en consecuencia,
de riesgo de transmision. Consecuentemente, no se trata de una zona en la que se deba
efectuar una vigilancia intensiva y continua para regular las poblaciones de lagomorfos y
las densidades de los flebotomos vectores. No obstante, los datos acerca de los vectores
y su distribucion deben actualizarse periodicamente y mantener sistemas de vigilancia de
las poblaciones de flebotomos vectores, asi como la presencia del parésito en los

flebotomos y en los posibles reservorios silvestres como los leporidos.

Las actividades de instruccion y adiestramiento presentan unas particularidades
que hacen que el personal militar se encuentre particularmente expuesto al contagio por
Leishmania. En primer lugar, se realizan al aire libre en terrenos de dedicacion exclusiva
para este fin, con la consideracion a tener en cuenta de que en estas areas no se realizan
otras actividades, como las cinegéticas o la explotacion ganadera. La existencia o
abundancia de fauna silvestre es considerable y puede ser un elemento adicional que
garantice el mantenimiento de un ciclo selvatico con gran facilidad. En segundo lugar,
muchas de las actividades militares se llevan a cabo durante la noche, y con mas
intensidad en los periodos del orto y el ocaso en periodo estival; estos parametros
coinciden con los de mayor actividad del vector, lo que se traduce en una mayor

exposicion. En tercer lugar, las medidas preventivas de caracter personal, que con suma
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atencion se aplican en el transcurso de las operaciones y misiones internacionales, no son
observadas con idéntica intensidad en el territorio nacional por tener una percepcion de

mayor seguridad.

En virtud de lo anteriormente expuesto y, como consecuencia, por un lado, de la
presencia del vector y, por otro, de la abundancia de un reservorio, resultaba imperativo
descartar la posibilidad de la existencia de un ciclo selvatico estable y, por tanto, de una
exposicion importante del personal militar que frecuenta las instalaciones, habida cuenta
de que se habian notificado casos en este personal, si bien en la mayoria de los casos con
una relacion directa con la participacion en operaciones fuera de Espafia (Comunicacion

Personal, Sanidad Militar).

Otro elemento que considerar es la utilidad de aportar experiencias para establecer
unas pautas de monitorizacion de las ETV que nos permitan establecer protocolos que
sean representativos en el territorio nacional, y, de forma especial, en operaciones y
misiones internacionales sobre el terreno en areas de especial prevalencia de este tipo de
enfermedades. En este sentido, se extraen conclusiones relacionadas con las condiciones
de los muestreos, identificacion de los habitats y zonas de especial peligro y control de
los vectores y reservorios, asi como de la aplicacion y evaluacion de todas las medidas
preventivas y el establecimiento de procedimientos de educacion sanitaria. Es, por tanto,

una fuente importante de datos para ser utilizados en las tareas de inteligencia sanitaria.

Al objeto de este estudio no se ha podido constatar la presencia del Leishmania
en ninguno de los especimenes capturados durante la campaiia llevada a cabo en el
transcurso del verano de 2017 en las areas definidas para el muestreo en las instalaciones
de la Base Militar El Empecinado y del Campo de Tiro y Maniobras de Renedo-Cabezon,
por lo que se estima que, a pesar de la abundancia de reservorios lepdridos y de la
presencia del vector, el riesgo de transmision de la leishmaniosis a los soldados que

utilizan las instalaciones es extremadamente bajo.

La realizacion de estudios de monitorizacion de vectores y determinacion
molecular de la presencia de agentes infecciosos o parasitarios son extremadamente ttiles
para proteger a las tropas de contagios y/o brotes de ETV. Los estudios realizados en las
instalaciones militares en territorio nacional tienen una extraordinaria utilidad para
detectar variaciones en la presencia de las ETV, y constituyen una potente herramienta

que sirve de alerta temprana en el caso de las enfermedades emergentes y reemergentes.
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Sin embargo, su mayor utilidad se centra en aportar informacion esencial para la
proteccion de los efectivos y para la implantacion de planes de control y sistemas de
verificacion de éstos con ocasion de los desplazamientos a zonas en situaciones sanitarias

deprimidas o altamente endémicas en ETV.
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Deteccion molecular de Leishmania en
soldados desplazados en misiones
internacionales.

Introduccion

En los ultimos treinta afios, con ocasion de los conflictos acaecidos en Oriente
Medio, Golfo Pérsico y Afganistan, se ha desplazado un nimero importante de civiles y
militares occidentales a un area con intensa presencia de leishmaniosis. Este personal se
ha visto expuesto durante periodos més o menos prolongados al contacto con el vector y,
en consecuencia, en riesgo de contagio. (Ilustracion 13). Los acondicionamientos de los
campamentos, las medidas de lucha contra los vectores y la educacion sanitaria han sido

elementos estrechamente vigilados por la autoridad sanitaria militar.

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria producida por protozoos del
género Leishmania (Banuls et al., 2007) y transmitida por dipteros de los géneros
Phlebotomus y Lutzomyia (Lewis, 1982) que afecta a mas de 350 millones de personas
por todo el mundo (Alvar, Vélez, Bern, Herrero, Desjeux, Cano, Jannin, & Boer, 2012;

OMS, 2017a).

La enfermedad puede presentarse de muy diferentes formas (Herwaldt, 1999)
dependiendo de la especie de parasito y de las caracteristicas del hospedador (Gupta,
Oghumu, & Satoskar, 2013), entre las que los factores inmunitarios juegan un papel de
primer orden ya que puede dotarle de proteccion frente al agente y facilitar un cuadro
benigno con curacion espontanea o, por el contrario, agravar los cuadros hasta producir
la muerte (Maspi, Abdoli, & Ghaffarifar, 2016). Se habla de forma tradicional de las
formas visceral, cutdnea y mucocutdnea de la enfermedad; sin embargo, con frecuencia
se describen las formas complejas relacionadas con la evolucion de las anteriores: cutdnea
difusa, cutanea diseminada, dérmica post-kala-azar y las complejas manifestaciones de

las coinfecciones con VIH (Sakkas, Gartzonika, & Levidiotou, 2016).

La epidemiologia de la enfermedad se torna cada vez mas compleja conforme

avanza el conocimiento sobre ella. Si tradicionalmente se ha considerado la leishmaniosis
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como una de las enfermedades zoonoéticas de transmision vectorial méas paradigmaticas,
sus ciclos coexisten con otros exclusivamente antroponoticos donde el agente se mantiene
sin la participacion directa de reservorios no humanos (Michele Maroli et al., 2008), si
bien los animales intervienen manteniendo poblaciones significativas de vectores en el
entorno humano. También se describen formas de transmision sexual y vertical (Turchetti

etal., 2014).

llustracion 13. Lesiones cutdneas en un soldado espafol con LC tras su regreso de Afganistdn.
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El objetivo del trabajo es establecer la posibilidad de contraer la enfermedad, en
primer lugar, tras una exposicion en una zona altamente endémica durante un periodo
relativamente prolongado de un grupo homogéneo de soldados en el desarrollo de una
mision militar internacional; en segundo lugar, comprobarlo tanto en misiones anteriores
en zonas endémicas o por la realizacion de ejercicios en areas militares donde el parasito
se encuentra presente; y, finalmente, si la convivencia cotidiana con posibles reservorios

en zonas endémicas en territorio nacional puede condicionar el contacto con el parasito.

El estudio cuenta con la aprobacion del comité ético de investigacion clinica del
area de salud de Valladolid-Este, que en su reunion del 13 de julio de 2017 procedid a la
evaluacion de los aspectos éticos del proyecto. Asi mismo todos los participantes en el
estudio han procedido a realizar el consentimiento informado para la investigacion

clinica.
Material y Métodos

Soldados

Para este estudio se utiliza una poblacion de 50 soldados desplazados a Irak
durante seis meses, entre septiembre de 2017 y febrero de 2018, integrados en el
contingente Apoyo a Irak VII en la Base “Gran Capitan”, en Besmayah (Irak) (33.11.23N
- 44.36.58E) a 31 m s.n.m. (metros sobre el nivel del mar). Los soldados proceden de
diferentes acuartelamientos de Espafa y, en su mayoria, han participado con anterioridad
en otras misiones internacionales. Durante la mision realizan actividades
fundamentalmente fuera de la base en tareas de obra publica (acondicionamiento de
caminos y carreteras, y mejoras de infraestructuras en general), y también en el interior
de la base y destacamentos para la mejora de la calidad de las infraestructuras en las zonas
de vida de las tropas. Su despliegue se prolong6 durante un minimo de seis meses, durante
los cuales las actividades de los soldados implicaban, ineludiblemente, actividades fuera
de la base y durante periodos que, en numerosas ocasiones, se extendian mas allad del

ocaso pernoctando al aire libre.

Climatologia

Se trata de una zona en la que los veranos son torridos, aridos y despejados, y los
inviernos son frios, secos y despejados (GMAO, 2015); a lo largo del afo la temperatura

varia entre los 5 y los 45°C, y rara vez baja de 1°C o sube por encima de los 48°C. La
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temporada mas calurosa dura aproximadamente 4 meses desde finales de mayo hasta
finales de septiembre, con una temperatura maxima promedio diario de mas de 39°C. El
mes mas calido es julio con una temperatura maxima en torno a los 40° C y una minima
de 28°C. La temporada menos calida dura aproximadamente 3,5 meses desde el 23 de
noviembre al 5 de marzo, con una temperatura maxima menor de 22°C; el mes mas frio
es el de enero con una temperatura minima de 5°C y una maxima de 16°C. El porcentaje
de cielo cubierto en la region varia considerablemente a lo largo del afo, siendo la época
mas despejada la que transcurre entre finales de mayo hasta mediados de octubre
(aproximadamente 5 meses). Durante el mes de julio el cielo esta despejado durante el
100% del tiempo. La época mas nublada comienza aproximadamente a mediados de
octubre con una duracion de 7,5 meses terminando a finales de mayo; el mes mas nublado

es el de diciembre, durante el cual el promedio de cielo nublado es del 34%.

Las precipitaciones varian a lo largo del afio y la temporada mas hiumeda dura
aproximadamente medio afio desde mediados o finales de octubre hasta mediados de
mayo, con una probabilidad de precipitacion en torno al 7%; el mes con mas
precipitaciones es el de enero con un promedio de 4,2 dias con precipitaciones superiores
a 1 mm. La temporada seca dura 5,5 meses desde mediados de mayo hasta finales de
octubre, con un promedio de precipitacion en torno a cero dias en julio. A diferencia de
la temperatura, que varia considerablemente entre la noche y el dia, la humedad relativa
permanece constante en torno al 1%. La velocidad promedio del viento tiene variaciones
estacionales considerables a lo largo del afio. La época mas ventosa dura
aproximadamente 3,5 meses desde el 27 de mayo al 3 de septiembre, con velocidades
promedio de mas de 13,5 km/h. En esta region el mes mas ventoso es el de julio (promedio
de 16 km/h). El periodo con el viento mas calmado dura 8,5 meses (de septiembre a
mayo), siendo diciembre el mes mas calmado (promedio de 10 km/h). La direccién
predominante del viento varia a lo largo del afio. El viento de componente Oeste es el mas
frecuente desde finales de junio a principios de agosto, y durante el resto del afio el viento

mas frecuente es el de componente Norte.

La duracion del dia en la region varia considerablemente a lo largo del afio. El dia
mas corto es el 22 de diciembre con 9:57 h de luz natural y el dia mas largo es el 21 de
junio con 14:22 h de luz natural. La salida del Sol més temprana es a las 4:52 h el 12 de
junio, y la mas tardia a las 7:06 h del 8 de enero. La puesta de Sol més temprana es a las

16:54 h del 4 de diciembre, y la mas tardia a las 19:15 h del 29 de junio.
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En los entornos cercanos a la base, la topografia presenta variaciones de altitud
modestas (31 m s.n.m.). En un radio de 15 km siguen manteniéndose ligeras variaciones
de la altitud (47 m s.n.m.). En un entorno mas amplio, hasta los 100 km, estas variaciones

sOlo aumentan hasta los 77 m s.n.m.

En los entornos mas proximos a la base, el suelo esta cubierto casi en su totalidad
de superficies artificiales. En un radio més amplio (hasta los 80 km), aumentan las

superficies de cultivo hasta mas de un 50%, y la tierra virgen oscila en torno al 25%.

Muestras

Las muestras de pelo y suero se obtuvieron a partir de cada individuo el dia
inmediatamente anterior al comienzo de la mision, asi como el dia inmediatamente
posterior a su regreso. Mediante el uso de tijeras, se cortaron 15-20 pelos de cada soldado,
se introdujeron en bolsas de pléstico estériles y se almacenaron a temperatura ambiente

durante 24 h hasta su analisis.

Las muestras de suero fueron obtenidas tras la extraccion de sangre utilizando
tubos BD Vacutainer® SST™" II Advance. Se permitié que la sangre coagulara durante 15-
30 min a temperatura ambiente, y se centrifugd a 2000 g durante 10 min. Los
sobrenadantes fueron transferidos inmediatamente a tubos de polipropileno y se

almacenaron a 4°C durante 24 h hasta su analisis.

Extraccion del DNA y analisis gPCR de las muestras de pelo

Alrededor de 20 pelos de cada soldado se introdujeron en microtubos estériles de
tapon roscado conteniendo 250 pl de tampon de lisis (10 mM TrisCl, 0,1 M EDTA, 0,5%
SDS) con 100 mg/ml de Proteinasa K. Se incubaron durante la noche a 56°C. El DNA
fue extraido utilizando 200 ul de sobrenadante obtenido a partir de las muestras
procesadas y el GeneJET Genomic DNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La técnica de la qPCR utilizada en este trabajo se llevo a cabo siguiendo los
protocolos publicados previamente (Belinchon-Lorenzo et al., 2016). Brevemente, las
reacciones de la PCR se realizaron en placas de micro titulo de 96 celdas en un volumen
final de 20 pl (4 ul de DNA + 16 ul de Reaction Mix), conteniendo 20 uM de cada primer
(Leish l: 5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’ y Leish2: 5’-
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ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’), 10 uM de TagMan Probe (FAM-5’-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-MGB), y el iTaq Universal Probes Supermix (Biorad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Los ciclos térmicos utilizados fueron una incubacion
a 50°C durante 2 min y una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 min, seguidos por
40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 s y un anillado y extension a 60°C
durante 1 min. Cada amplificaciéon contuvo controles positivos y negativos. E1 DNA
extraido a partir de 55,000 promastigotes de L. infantum MCAN/ES/1996/BCN150
zymodeme MON-1 se utilizo como control positivo. E1 DNA extraido a partir de muestras
de sangre de perro sano se utilizé6 como control negativo. Todos los andlisis se llevaron a
cabo en un Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems Laboratories,
Foster City, CA, USA). Para la cuantificacion de Leishmania kDNA, se elabor6 una curva
estandar utilizando DNA extraido de 6 cantidades diferentes de parasitos de L. infantum
(MCAN/ES/1996/BCN150, zimodema MON-1) desde 50,000 a 0,5 (factor de dilucién
x10); el DNA se extrajo y se analiz6 junto con las muestras de pelo por triplicado. El
limite del ciclo (Ct) correspondiente al Y-intercepto de cada analisis (es decir, el valor de
Ct esperado para la cantidad estimada de 1 parasito) se us6 como punto de corte, siendo
positias aquellas muestras cuyo valor Ct fuese < Y-intercepto de cada andlisis. Los
analisis fueron llevados a cabo en el Laboratorio LeishmanCeres, Unidad de

Parasitologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Extremadura, Céceres.

Inmunoensayo quimioluminiscente de las muestras de suero

Se utilizé Leishmania VirClia® IgG+IgM Monotest (Vircell, Granada, Espafia) como
test de anticuerpos contra Leishmania infantum en las muestras de sueros. El formato del
mono test contiene reactivos listos para su uso con un protocolo automatizado utilizando
el instrumento y el software VirClia®. Se siguieron las instrucciones del fabricante y
trabajos previos (Cubero et al., 2018). Los analisis fueron llevados a cabo por el Servicio
de Microbiologia e Inmunologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid,

Valladolid. (Ilustracion 14).
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llustracion 14. (I1zq.) Muestras de suero de Soldados en descongelacion y (Dch), equipo de ensayo seroldgico por
bioluminiscencia

Resultados y Discusién

Se ha tratado de constatar la exposicion al parasito y la posibilidad de contagio de
la enfermedad en un contingente homogéneo desplazado a Irak durante 6 meses. Para
ello, se han estudiado muestras por analisis molecular e inmunoldgico obtenidas mediante
procedimientos invasivos (suero) y no invasivos (pelo), tanto con anterioridad al

despliegue como inmediatamente después del regreso de la zona de operaciones.

El grupo que compone la muestra consta de 50 soldados con una antigiiedad media
de servicio en el ejército de 12,96 anos, con un minimo de 1 afio hasta un maximo de 26.
Tienen en comun un buen estado de salud y unas 6ptimas condiciones fisicas. A partir de
este signo comun existe variacion con respecto a la edad, abarcando una horquilla que va
desde los 23 a los 49 afios con una media de 34 afios. Con respecto al género, el grupo
consta de 6 mujeres y 44 varones. No todos ellos han participado en misiones
internacionales con anterioridad; el nimero de participaciones va desde ninguna hasta un
maximo de 6. Algunos de ellos viven en territorio nacional en viviendas unifamiliares de
areas periurbanas (8; 16%) o en viviendas aisladas (1; 2%); el 76% (38 soldados) vive en
centros urbanos; 3 (6%) de ellos no especificaron su tipo de vivienda. En cuanto al
contacto con mascotas, 19 (38%) de los participantes declararon poseer y convivir con
ellas, 28 (56%) no, y 3 (6%) no respondieron. Del total de 19 soldados que tiene mascotas,
el 37,3% son perros. Dos de los soldados presentaron con anterioridad procesos con
clinica compatible con la enfermedad (Comunicacién Personal, Sanidad Militar). El
primero es un varon de 33 afios que con anterioridad participd en 6 misiones (3 en Iraq y
3 en Afganistan), y el segundo es otro varén también de 33 afios que participd en 2

misiones en Afganistan.
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Ninguna de las muestras analizadas (pelo y suero) resultd positiva, ni las tomadas

con anterioridad al despliegue ni las obtenidas inmediatamente después del regreso.

Los resultados ponen de manifiesto el hecho de que no se ha producido ningtin
contacto con el parésito en el trascurso de la mision de 6 meses en Irak. Asi mismo,
constata que no ha habido ninguna exposicién previa de los sujetos al agente con
anterioridad al despliegue, tanto con ocasion de la participacion en anteriores misiones,
como por la exposicion en territorio nacional en ejercicios o maniobras militares, o por la

posibilidad de contagio a partir de los propios animales domésticos.

A pesar de la alta exposicion a los vectores y de la elevada prevalencia del parasito
en la zona en la que se han desarrollado las actividades del grupo, no ha aparecido ningun
contagio, por lo que las medidas preventivas ordenadas por la sanidad militar han sido
aplicadas con eficacia. Las medidas recomendadas por la autoridad sanitaria militar
(Coleman, Burkett, Putnam, Sherwood, Caci, Jennings, Hochberg, Spradling, Rowton,
Blount, Ploch, Hopkins, Raymond, O’Guinn, et al., 2006; Kriiger, Striiven, Post, &
Faulde, 2011) para su aplicacion en el transcurso de las operaciones militares en el
extranjero abarcan un elenco de medidas pasivas y activas, similares a las que
recomiendan otros paises de nuestro entorno, donde el control de los vectores y
reservorios constituye el elemento mas destacado. Uno de los esfuerzos mas importantes
a la hora de prevenir y controlar la leishmaniosis en personal militar desplazado se llevo
a cabo en la base de operaciones estadounidense de Tallil, Irak, en la que se mostr6 que
habia un alto nimero de moscas de arena (60.533 entre Abril y Octubre de 2003; 32.110
entre los mismos meses de 2004), que los soldados recibian numerosas picaduras durante
una sola noche (en algunos soldados se registraron mas de 1000 picaduras en una sola
noche), y que Leishmania estaba presente en el 1,5% de las moscas de arena hembras tras
realizar un analisis con la técnica de la PCR (Coleman, Burkett, Putnam, Sherwood, Caci,
Jennings, Hochberg, Spradling, Rowton, Blount, Ploch, Hopkins, Raymond, O’Guinn, et
al., 2006). También la educacidn sanitaria, la utilizacién de los repelentes y de barreras
fisicas como telas mosquiteras impregnadas de insecticidas, han sido cuidadosamente
observadas por los contingentes. En este caso, los mismos autores (Coleman, Burkett,
Putnam, Sherwood, Caci, Jennings, Hochberg, Spradling, Rowton, Blount, Ploch,
Hopkins, Raymond, O’Guinn, et al., 2006) establecieron un sistema de control del
parasito. Sin embargo, todas estas medidas no han evitado que ocasionalmente se hayan

producido contagios y la enfermedad se haya manifestado clinicamente.
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En primer lugar, se aplicaron las medidas de caracter pasivo, esto es, la utilizacion
de repelentes con base en la N,N-Dietil-meta-toluamida (DEET). Muchas de las
actividades cotidianas se realizan fuera de las bases y, aunque suelen ser diurnas, en
ocasiones se extienden hasta el ocaso, momento de maxima actividad de los vectores.
Tampoco es extrafno encontrar flebotomos activos en horario vespertino en las zonas mas
frescas o de reposo, zonas que suelen ser utilizadas frecuentemente para el descanso de

los soldados.

Ademas de las acciones de caracter pasivo hay que tener en cuenta las medidas
activas centradas fundamentalmente en la realizaciéon de fumigaciones aéreas con
insecticidas a base de piretroides, asi como las pulverizaciones residuales en las zonas de
descanso de los insectos; son medidas determinantes en la reduccion del numero y
actividad del vector. La utilizacion de otros insecticidas en las zonas de operaciones,
como larvicidas y ovicidas, no muestra una eficacia comparable con los anteriores. Estos
ultimos presentan una gran eficacia en la lucha frente a vectores nematdceros como los
anofelinos y los culicinos, cuyas fases larvarias se desarrollan en medios acudticos; sin
embargo, son del todo inttiles para la lucha frente a los flebotomos, cuyas fases larvarias
son de desarrollo terrestre y de muy dificil acceso para las aplicaciones de este tipo de
productos. Se han evaluado distintos insecticidas para el control de las moscas de arena
(Coleman et al., 2011); estos autores estudiaron la eficacia de diferentes insecticidas
(carbaril y lambda-cihalotrin, piretrinas, deltrametrin) aplicados alrededor de las tiendas
y en las casas, encontrando que en ningun caso se consiguio eliminar por completo a las

moscas o disminuir su nimero durante un periodo de tiempo continuado.

El control de los reservorios en las zonas proximas a las bases es de gran
importancia para evitar la primo infestacion de los vectores. No obstante, debe tenerse en
cuenta que, fuera del entorno mas proximo a la base, deambulan animales sin control que
son los que mantienen el ciclo. En puntos mas alejados de las bases de operaciones este
factor se multiplica, y a los soldados s6lo les confiere proteccion la advertencia de los

riesgos que implica la relacion con estos animales.

Las barreras fisicas juegan un papel importante en estas areas para evitar el acceso
de los hospedares a los humanos. Asi, las telas mosquiteras impregnadas o no de
insecticidas piretroides con una luz de malla de 4 mm? confiere una proteccion eficaz

durante la noche.
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Las actividades que se realizan en el marco de la instruccion y adiestramiento de
las unidades en territorio nacional se llevan a cabo en los campos de maniobras
distribuidos por todo el territorio. A pesar de que se tiene constancia de la existencia del
ciclo epidemiologico de la enfermedad y de que las actividades mencionadas entrafian
una exposicion adicional, no se ha evidenciado ningun contagio. En el caso del
contingente objeto del estudio, estas actividades se realizan fundamentalmente en los
campos de Los Montalvos de Salamanca y de Renedo - Cabezén de Valladolid. Estos
ejercicios se realizan al aire libre y en la mayoria de los casos con pernoctaciones al aire
libre especialmente en los periodos calidos y templados que coinciden con los de mayor

actividad de los vectores.

Aunque todas las medidas preventivas se han aplicado con mas intensidad durante
los ultimos afios, parece que desde hace tiempo se ha venido evitando con eficacia la
picadura de las moscas, ya que todos los participantes en el estudio que con anterioridad
formaron parte de otros contingentes desplegados en esta o en otras areas de la region

antes citada tampoco han exhibido resultados positivos.

Existe un numero de sujetos que vive en areas periurbanas y/o que tienen
mascotas. En ninguno de estos colectivos ha podido apreciarse la presencia de ADN del
parasito o una respuesta inmunitaria. Se puede concluir que el seguimiento de las medidas
sanitarias recomendadas para la proteccion de los animales domésticos en general, y, de

los perros en especial, es eficaz.

Finalmente, la concordancia de los resultados obtenidos a partir de las técnicas
invasivas y no invasivas pone de manifiesto la representatividad de los resultados, tal y
como otros autores demostraron con anterioridad en el caso de los animales (Belinchén-
Lorenzo et al., 2013). La determinacion de la exposicion al parasito a partir del pelo del
sujeto es una técnica ciertamente novedosa (Belinchon-Lorenzo et al., 2016) que, sin
duda, aporta innumerables ventajas frente a técnicas tradicionales, sobre todo cuando se
trata, por ejemplo, de cribados en zonas con estructuras sanitarias deficientes o de dificil
acceso, como es el caso de los paises en vias de desarrollo o en zonas de conflicto. La
gestion de las muestras altamente perecederas supone un grave inconveniente. Su
conservacion hasta el momento de su andlisis de forma que se garantice su integridad es,
en ocasiones, un problema de dificil solucion. Por ello, el uso de muestras de pelo, con

resistencia demostrada a lo largo del tiempo a distintos pardmetros ambientales (Mufoz-
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Madrid et al., 2013), facilita y garantiza unos resultados fiables; estos autores sometieron
muestras de pelo a temperaturas de —80°C durante 10 meses, a 56°C durante 4 meses, a la
luz ultravioleta en una cabina de flujo laminar durante 72 h, y al tratamiento con sales de
curtido de pieles durante 3 dias, obteniendo presencia positiva del parasito utilizando la
técnica qPCR. El tnico tratamiento al que no fueron detectados fueron las condiciones de
putrefaccion, es decir, la exposicion de los pelos a contaminacion fecal a 37°C durante 1
6 3 dias. Esto supone un importante avance en la lucha a nivel global frente a la
enfermedad, sobre todo en los paises en vias de desarrollo, en los que la dificultad de

medios hace inviable la toma, procesado, conservacion y transporte de las muestras.

En este marco se han producido en los ultimos treinta afios graves disturbios en la
seguridad mundial que han tenido su epicentro en Oriente Medio, crisis que han supuesto
la intervencion de un elevado numero de tropas y de personal civil pertenecientes a
ejércitos multinacionales o a organismos multilaterales u ONGs que se han visto
desplegados en estas regiones en las que la presencia de la enfermedad, en casi todas sus
variantes, es muy importante (Raymond L. Jacobson, 2011). No se sabe con exactitud el
numero total de personas perteneciente a estos grupos que han contraido la enfermedad a
lo largo de todo este periodo, pero hay estimaciones que indican que varios miles.
Algunos gobiernos como el estadounidense aportan datos muy exactos en este sentido
con respecto a su personal militar y civiles desplazados (Magill, 2005). En los ultimos
afios, en las Fuerzas Armadas espafiolas se han detectado algunos casos clinicos
(Comunicacion Personal, Sanidad Militar), pero no se cuenta con informacion recogida
sistematicamente que aporte ni siquiera una aproximacion al problema. La razoén de esta
situacion puede basarse, por un lado, en que el periodo de incubacion puede ser largo, lo
que provoca que la aparicion de la clinica tenga lugar con posterioridad al regreso de la
mision, y en segundo lugar, al hecho de que la labor asistencial en territorio nacional no
corresponde a la Sanidad Militar por lo que €ésta no puede recopilar datos en este sentido
y es posible que a nivel externo no se realicen diagndsticos asertivos si la clinica no es
muy manifiesta. A esto debe afiadirse que se trata de una enfermedad endémica en nuestro
pais, de forma que, aun diagnosticada, es posible que no se atribuya a un contagio en el

transcurso de una operacion fuera de territorio nacional.

La presencia de la enfermedad en Espana esta descrita desde el verano de 1912
cuando Pittaluga diagnostico en la comarca de Tortosa (Tarragona), el primer caso

espafol de kala-azar, al visualizar leishmanias en una muestra obtenida por puncién
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esplénica de un enfermo sospechoso (Botet Fregola & Portiis Vinyeta, 1993). Desde
entonces ha experimentado en aumento perceptible en las ultimas décadas como
consecuencia de factores ya mencionados. El incremento de la enfermedad en los
reservorios caninos (Ribeiro et al., 2018) hace pensar que el nimero de contagios a

humanos ha seguido un ritmo proporcional.

No existen, hasta el momento, datos de la utilizacion de muestras de pelo humano
para la determinacion de ADN de Leishmania. Existen datos a partir de muestras de pelo
de perro (Belinchdn-Lorenzo et al., 2013), raton de laboratorio infestado artificialmente
(Iniesta et al., 2013), zorro, gardufa, rata, lobo y erizo (Mufioz-Madrid et al., 2013), y
conejo (Ayuso-Sainz et al., 2022). Varios de estos autores han demostrado que las
muestras de pelo pueden ser utilizadas para el diagnéstico molecular de tanto L. infantum
como L. major, y que pueden ser empleadas en el estudio de infecciones epidemioldgicas,
clinicas y experimentales (Belinchon-Lorenzo et al., 2013; Iniesta et al., 2013; Mufioz-

Madrid et al., 2013). Por todo ello, resulta de particular interés el presente estudio.
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Conclusiones

e Puede resultar evidente a priori asumir que el hecho de participar en ejercicios de
adiestramiento y en misiones internacionales por parte de las Fuerzas Armadas es un
riesgo adicional para contraer la leishmaniosis. En primer lugar, por la exposicion
adicional que supone una mayor probabilidad de contacto con el vector y las
circunstancias de nocturnidad en la que se realizan las actividades, y en segundo lugar,
las actividades tienen lugar generalmente en territorios con unas mayores tasas de
prevalencia de las enfermedades de transmision vectorial en general, y de leishmaniosis
en particular, por las propias circunstancias socio-sanitarias de las zonas de despliegue.
Habida cuenta de esta premisa, sorprende el bajo rastro del parasito en una muestra del
colectivo cuyo grado de exposicion es paradigmatico. En consecuencia, se puede concluir
que la participacion en misiones internacionales, en general en zonas con una elevada
prevalencia de la enfermedad, no supone un riesgo adicional de contraer la enfermedad.

e El Campo de Tiro y Maniobras de Renedo-Cabezon y la Base El Empecinado
retinen algunas caracteristicas propicias para realizar un estudio como el presente. Son
utilizados por un nimero muy elevado de efectivos a lo largo de todo el afio, cuentan con
la presencia de vectores competentes y presentan una elevada densidad de reservorios.
Sin embargo, de los resultados obtenidos se desprende que no existe un riesgo adicional
de contagio por el uso de estas instalaciones, a pesar de la presencia del parasito en los
reservorios. En conclusion, el ciclo se mantiene a duras penas en el ambiente silvestre
con una baja contagiosidad para el vector, y, en consecuencia, incluso menor para el ser
humano como hospedador incidental.

e Uno de los avances mas importantes en la lucha contra la leishmaniosis es la
capacidad de realizar una deteccion precoz de la infeccion, no solo para instaurar los
tratamientos tempranos en los seres humanos enfermos, sino, sobre todo, para interferir
en la epidemiologia, detectando focos de enfermedad y desenmascarando reservorios
desconocidos que han sido tomados como anecdéticos. La principal limitacion que
encuentran los responsables veterinarios en Zona de Operaciones a la hora de realizar
estudios epidemiologicos es el muestreo adecuado y la gestion apropiada de las muestras,
debido fundamentalmente a las dificultades logisticas y a la perecibilidad de las muestras
bioldgicas. La alternativa mas util, sin duda, es la utilizaciéon del pelo como muestra. Este

presenta evidentes ventajas frente a otras. Se puede concluir que resulta una alternativa
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fiable y de gran utilidad, fundamentalmente para detectar focos de enfermedad en areas
remotas, y también por la facilidad de obtencion y minimos requisitos logisticos para su
remision a los laboratorios con capacidad de analisis molecular. A esto se debe anadir que
es de gran interés para realizar sondeos epidemioldgicos entre personas que han podido
estar expuestas al vector y detectar posibles fallos en los procedimientos establecidos para
el control de los contagios en Zonas de Operaciones.

e La conclusion més clara de este estudio es sin duda que la proteccion de las tropas
es eficaz y que es debida a: un acertado andlisis de la situacion, una planificacion
adecuada de las actuaciones, una ejecucion correcta de las medidas planificadas y una
adecuada asimilacion de las medidas de proteccion personal por parte de los efectivos. La
repercusion de asumir las pautas con caracter prioritario en las misiones ha supuesto
también, que se interioricen y se apliquen de forma sistematica en territorio nacional. En
todas las encuestas realizadas por los oficiales veterinarios, el personal siempre recordaba
con claridad las medidas informadas, ya sea por sus propios comandantes de unidad, o
por los responsables veterinarios durante las jornadas de concentracion. La conclusion,
con relacion al uso de las medidas de proteccion, es que todos los efectivos estaban
completa y adecuadamente informados sobre los riesgos y las medidas preventivas, tanto
en relacion con la proteccion personal, como con las actuaciones de caracter general que
llevan a cabo los responsables veterinarios del contingente.

e Se abren algunas incdgnitas que pueden orientar futuros estudios. En primer lugar,
se pone de manifiesto la necesidad de intensificar los controles, y de establecer una red
de monitorizacidn, no solo con relacion a la leishmaniosis, sino con respecto a todas las
enfermedades de transmision vectorial. En segundo lugar, seria de gran interés disefiar y
ejecutar estudios con el objetivo de establecer los niveles epidemioldgicos en los ciclos
selvaticos, que permitan definir los riesgos de contagio inasumibles, y en base a esto,
disefiar estrategias de control especificas para zonas de alta prevalencia, orientado sobre

todo a las actuaciones en misiones internacionales.
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Summary

The study of potential wild mammal reservoirs is necessary for the surveillance of leishmaniosis, as Leishmania
protozoans have been isolated from a wide range of wild and domestic animal species, including Leporidae.
Recently, it has been demonstrated that both hares and wild rabbits can act as sylvatic reservoirs of Leishmania.
In Spain, most of the research involving wild rabbits has been developed in the central area of Madrid and in
the southeastern Mediterranean coast. We studied the presence of Leishmania infantum in 116 wild rabbits
(Oryctolagus cuniculus) captured in Santovenia de Pisuerga, Valladolid, Spain. Hair samples were analyzed
by real time PCR. L. infantum kinetoplast DNA (kDNA) was detected and quantified in 4 out of 116 analyzed
animals. The estimated number of parasites obtained were quite variable, ranging from 2.60 to 276.60. Hair
samples can be collected by non-invasive methods, being a proper sample for Leishmania detection in wild
Leporidae, which have an important role as reservoirs of Leishmania. Our findings enhance the need for more

extensive studies in different geographical areas.

Keywords: hair, Leishmania infantum, rabbit, kDNA, Real Time PCR

Leishmaniosis is a worldwide zoonoses caused by
protozoan Leishmania, being Leishmania infantum
the major cause of leishmaniosis in dogs and immuno-
compromised people in the Mediterranean area (27).

Leishmania parasites have been identified in a large
number of wild animal reservoirs, where Phychodidae
insects of the genus Phlebotomus and Lutzomyia act
as vectors (3, 27). A wide range of wild mammals
from different orders are adapted to infections by
Leishmania spp. (4), contrary to dogs and humans
(1, 26). Most of the wild reservoirs for all Leishmania
species belong to the Rodentia order (8).

Lagomorpha order became a target due to an epi-
demic outbreak in Madrid (Spain) affecting about 500
immunocompetent people with both skin and vis-
ceral clinical expressions from 2009 to 2020 (2, 18).
Leporidae (especially Oryctolagus cuniculus and
Lepus granatensis) were the reservoirs responsible for
the transmission of L. infantum to P. perniciosus pres-

ent in the area (18, 20). Leporidae are highly adapted
to Leishmania infection and do not develop a visceral
form of the disease as scen in canids or humans (8).
Recent studies in rabbits revealed no histological
lesions typical of leishmaniosis, as well as low para-
sitic loads. The skin was proven as the organ with the
highest parasite load, indicating its importance for
both diagnosis and transmission to sand flies (18, 24).
Xenodiagnostic studies demonstrated the ability of
hares to transmit L. infantum to P. perniciosus (18, 20)
and the detection of L. infantum in P. perniciosus from
the same leishmaniosis focus in Spain (17, 14, 15).
Serological diagnostics methods as ELISA, DFA
and IFAT have been performed for the diagnosis of
leishmaniosis from rabbits and hares, as well as para-
sitological methods such as culture and real time PCR
in spleen, liver and skin (9, 11, 21). Recently it has
been demonstrated that hair samples can be used for
the molecular diagnosis of both L. infantum and L. ma-
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Jjor, and be employed in epidemiological, clinical, and
experimental infections (5, 16, 22). In addition, hair
is easy to obtain, causing no harm to the animals, and
Leishmania KDNA can remain stable inside hair over
time and after extreme environmental conditions (22).

The study of wild mammal reservoirs is essential for
leishmaniosis surveillance. In Spain, most of research
involving wild rabbits was developed in the central area
of Madrid and in the southeastern Mediterranean coast.
In the area of Castille and Leon (North Plateau, Spain),
the number of human cases were 15 from 2014 to 2018
(0.13-0.2/100.000 inhabitants) (19). Environmental
changes such as disappearance of agriculture, live-
stock and traditional land uses, the presence of grass
and shrubs, absence of predators and competitors and
warmer temperatures facilitate the life and reproduc-
tion of rabbits and hares (2).

Taking these into account, the aim of this study was
to determine by qPCR the presence of Leishmania
kDNA in wild rabbits that could be reservoirs of the
disease in an area of the province of Valladolid in
Castille and Leon (North Plateau, 190 km northwest
of Madrid), close to Santovenia de Pisuerga, a re-
cently changed village of around 5.000 inhabitants
where shrubs and grass have covered extensive areas
mixed with sandy zones very auspicious for sandflies
spreading.

Material and methods

Animals. A sample of 116 wild rabbits was captured
between May 2017 and March 2018 in Santovenia de Pisu-
erga, Valladolid, Spain (ETRS89/UTM Zone 30). The sam-
pling area was divided in 5 zones: Zone 1 (Z1: 19 animals),
Z2 (28 animals), Z3 (28 animals), north (Zn: 22 animals) and
south (Zs: 19 animals) (Fig. 1). The sampling zones were
selected due to changes in their agricultural and livestock
use as well as their environmental conditions: shrubs and
grass mixed with sand areas. Animals from Z1, Z2, and Z3

Spain

Santovenia de Pisuerga
A [ 4 O ik T N
oy 3

Fig. 1. Geolocation of the areas where wild rabbits were captured for Leishmania
detection. Areas in Santovenia de Pisuerga, Valladolid, Castille and Leén, Spain
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could be in contact with each other; animals from Zn and
Zs cannot be in contact neither between them nor with the
other zones due to the large distances. The animals were
captured by ferret hunting (10) under the authorization of
the Public Health authorities of the Community of Castilla
y Leon, sedated and euthanized following the national RD
53/2013 and the European Directive 2010/63/EU. Rabbits
were transported to the lab within the first 5 h after their
capture and were necropsied in a biological safety cabinet.
Macroscopic lesions compatible with subclinical infections
were not observed.

Samples. A number of 50-100 hairs were taken with
scissors (avoiding wounds and/or blood spots) from two
corporal zones (back and flank), introduced into sterilized
plastic bags, and sent to the laboratory. Samples from all
rabbits were stored at —80°C until DNA extraction.

DNA extraction and qPCR analyses. About 20 hairs
from each animal were introduced in screw cap sterile
microtubes and incubated overnight at 56°C in 250 pl of
lysis buffer (10 mM TrisCl, 0.1 M EDTA, 0.5% SDS) with
100 mg/ml of Proteinase K. DNA was extracted using 200 pl
of supernatant obtained from processed samples with the
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. The qPCR technique used in the present
study was performed following previously published proto-
cols (6). Briefly, PCR reactions were carried out in 96 wells
plates in a final volume of 20 pl (4 pl of DNA + 16 pl of
Reaction Mix), containing 20 uM of each primer (Leish 1:
5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3" and Leish 2:
5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3"), 10 uM of TagMan
Probe (FAM-5’-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-MGB),
and the iTaq Universal Probes Supermix (Biorad Laborato-
ries, Hercules, CA, USA). The thermal cycling profile used
was one incubation step at 50°C for 2 min and an initial
denaturation step at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles
of denaturation at 95°C for 15 s and annealing-extension
at 60°C for 1 min. Each amplification run contained posi-
tive and negative controls. DNA extracted from 55.000
L. infantum promastigotes MCAN/
ES/1996/BCN150 zymodeme MON-1
was used as a positive control. DNA
extracted from healthy dog blood sam-
ples was used as negative control. All
analyses were performed in a Step One
Plus Real Time PCR System (Applied
Biosystems Laboratories, Foster City,
CA, USA). To quantify Leishmania
kDNA, a standard curve was carried out
using DNA extracted from six quanti-
ties of L. infantum parasites (MCAN/
ES/1996/BCN150, zymodeme MON-1)
ranging from 50.000 to 0.5 (dilution
factor x 10); DNA was extracted and
analyzed together with the hair samples
in triplicate. The threshold cycle (Ct)
corresponding to the Y-intercept of each
analysis (that is, the expected Ct value
for the estimated quantity of 1 parasite)
was used as cut-off, positive being those
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samples whose Ct values were < Y-intercept value
of each assay. Samples were considered positive
when the Ct of each one of the triplicates was lower
than 32.
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Tab. 1. Real Time PCR results of the analysis of hair (from back and
flank). A positive PCR result was considered when the Ct mean (from
triplicate analyses) was lower than 32. No positive results were found
in animals from Z2, Z3, Zn or Zs areas. ND, not detected

Results and discussion

Table 1 shows qPCR results of hair analysis
(from back and flank) of wild rabbits from
Valladolid province. The qPCR method was
able to detect and quantify the presence of L. in-
Jfantum KDNA in 4 out of 116 (3.5%) analyzed
animals. The estimated number of parasites in
positive samples were quite variable, ranging
from 2.60 to 276.60. The highest quantity of | 21
parasite DNA was observed in the Z1 geo-
graphical area, being the estimated number of
parasites in the hair of one individual (No. 15) up
to 100 times greater than that observed in other
animals. The results from animal No. 12 gave
a Ctvalue (32.15) close to the threshold (32.00)
but it was considered as negative. No positive
results were found in animals from Z2, Z3, Zn
or Zs areas. The reliability of the results obtained
was assessed by the R? coefficient data (from
0.996 t0 0.999), slope (from —3.36 to —3.33) and
the high efficiency reached (between 98.56% Z2
and 99.64%). Hair samples can be obtained
by non-invasive methods in wild animals and
they are stable to the environmental conditions
of storage and transport (7, 12, 13). Moreover,
hair protects parasitic DNA from external deg- 23
radation, storage at —80°C, desiccation and UV
radiation (22). Our results demonstrate that hair In
is a proper sample for Leishmania detection in Zs

Aeg a'l:?lﬁ::s pl':;ii\?;s Animallioy Ctmean M::nu?fplﬂg:;: ¢

1-4,8,10,14 ND -
5 36.75 -

6 31.14 2.60
7 37.68 -
9 39.78 -

11 38.40

19 4 12 32.15 -
13 35.93 -

15 24.52 276.60

16 21.38 36.45
17 34.03 -

18 29.46 8.67
19 37.22 -
3-13, 15, 18, 20-28 ND -
1 35.61 -
2 38.95 -
28 0 14 38.76 -
16 38.72 -
17 36.91 -
19 36.88 -
28 0 2-28 ND -
1 38.34 -
22 0 1-22 ND -
19 0 1-19 ND =

wild Leporidae.

The variability observed among animals regarding
parasite load was in accordance with other studies
previously published where scarce positive animals
and low clinical impact were described (11, 23, 24).
Ortega et al. (23) studied the presence of L. infantum
in leporids detecting for the first time L. infantum DNA
in 67% (22/33) and 53% (17/32) of hair samples from
rabbits and hares, respectively. These authors also
found that the 100% (7/7) of rabbits and 33% (1/3) of
hares were positive to the presence of L. infantum in
all samples studied: spleen, skin and hair. This could be
due to the fact that wild mammals would act as asymp-
tomatic reservoirs since no macroscopic lesions were
detected in post-mortem examination of positive ani-
mals (24). In the present study, no macroscopic lesions
were found during the necropsy of the rabbits. Some
authors (21, 25) reported that the absence of lesions
could be due to (i) a recent association between the
host and the parasite, (ii) to a low number of parasites
or (iii) a reduced virulence of the parasite maximizing
its transmission.

The knowledge of the ecology of leishmaniosis
requires hard work to identify the hosts involved in

the disease in different geographical areas. The stud-
ies involving wild mammals need costly techniques
based on post mortem analysis or in vivo sampling (22).
Xenodiagnostic studies already performed with wild
rabbits and Iberian hares proved that these mammals
are able to transmit L. infantum to P. perniciosus being
strong evidence of its role in Leishmania transmission
even those without clinical signs (20).

In Spain, L. infantum has been investigated in wild
rabbits and hares in two geographical areas, i.e., Madrid
(2, 11, 18, 23) and the southeastern Mediterranean coast
(9). In the present study, the sampling area was close
to a village with recently changed country areas that
could promote the spreading of sand flies and rabbits.

Our results demonstrate that hair is a proper sample
for Leishmania detection in wild Leporidae, as it has
also been proven in other wild mammals. The results
of the present study show the important role of wild
Leporidae — rabbits in the present work — as reservoirs
of Leishmania, leading to the need for more extensive
studies together with an entomological survey to eluci-
date the possible role of wild rabbits in a sylvatic cycle
of transmission of L. infantum in this area.
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