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RESUMEN 

Estudios entomológicos en el foco de leishmaniosis del suroeste de la Comunidad 

de Madrid 

La leishmaniosis está causada por protozoos flagelados del género Leishmania, 

distribuyéndose por zonas tropicales y subtropicales y afectando a 98 países en 5 

continentes. Esta enfermedad puede afectar tanto a humanos como otros vertebrados, 

siendo un importante problema de salud pública en lugares de África, Asia, América 

Latina y sur de Europa. La leishmaniosis se engloba dentro de las enfermedades 

transmitidas por vectores, puesto que se transmite a través de la picadura de las hembras 

de flebotomos cuando se alimentan de la sangre de algún vertebrado. Además, es 

considerada una enfermedad tropical desatendida debido a su complejidad ecológica y 

epidemiológica, a la dificultad en el manejo de los casos, su mayor incidencia en la 

población más pobre de los países en desarrollo y a la falta de datos precisos sobre su 

extensión y distribución.  

En España sólo está presente una especie del parásito, Leishmania infantum, y se 

distribuye por gran parte del territorio peninsular, afectando principalmente a las regiones 

mediterráneas, sur y central. A mediados del 2010 se detectó un aumento de los casos 

de leishmaniosis humana en la región suroeste de la Comunidad de Madrid, habiéndose 

notificado hasta la fecha más de 700 casos, que ha dado lugar al mayor brote de 

leishmaniosis humana en Europa. Esta región ha sufrido importantes cambios en su 

entorno debido la creación de dos grandes Parques Forestales limítrofes a municipios 

con una elevada densidad de población, que han propiciado el aumento de las 

poblaciones de conejos, liebres y también de flebotomos, y han favorecido la transmisión 

del parásito. El brote ha afectado principalmente a los residentes de Fuenlabrada, 

municipio donde se ha llegado a alcanzar una incidencia de 52,7 casos por cada 100.000 

habitantes, y a otros tres municipios colindantes: Leganés, Getafe y Humanes de Madrid.  

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido la realización de un estudio 

exhaustivo del ciclo biológico de L. infantum en la zona, prestando especial atención a los 

aspectos entomológicos de la transmisión. Para ello, entre los años 2012-2014, se 

realizaron muestreos mensuales durante el periodo de actividad de los flebotomos, de 

junio a octubre, utilizando trampas adhesivas y trampas de luz tipo CDC. Las capturas se 

realizaron en 4 estaciones de muestreo, localizadas en Fuenlabrada y Leganés, durante 

dos noches consecutivas. De esta manera se ha llevado a cabo el estudio de la 

abundancia, distribución y dinámica estacional de las especies de flebotomos; y la 

determinación de las tasas de infección, la determinación de las cargas parasitarias y la 

identificación de las preferencias alimentarias en Phlebotomus perniciosus.  

Los resultados de los muestreos realizados muestran la presencia de cuatro especies de 

flebotomos: P. perniciosus, Sergentomyia minuta, Phlebotomus sergenti y Phlebotomus 

papatasi. La especie predominante es P. perniciosus, seguida de S. minuta. Los 



 

2 
 

resultados obtenidos revelan que la única especie de flebotomo implicada en la 

transmisión de L. infantum en el brote es P. perniciosus, cuyos elevados valores de 

densidad y abundancia relativa son indicativos de un riesgo de transmisión 

excepcionalmente alto. 

Por otro lado, las fluctuaciones de cada especie a lo largo de los tres periodos de 

muestreo han sido diferentes. Mientras que P. perniciosus presenta predominantemente 

un patrón bimodal confluente, S. minuta muestra un modelo monomodal. Así mismo, la 

dinámica estacional de estas dos especies se ha visto influida por la temperatura y 

humedad relativa de la zona.  

El estudio de las tasas de infección muestra valores elevados, tanto mediante disección 

de las hembras de P. perniciosus como mediante métodos moleculares. Además, la 

cuantificación de la carga parasitaria, mediante una reacción en cadena de la polimerasa 

cuantitativa optimizada en el laboratorio, ha permitido confirmar la presencia de elevadas 

cargas parasitarias en las hembras de P. perniciosus infectadas. Todos estos hallazgos 

ratifican la alta intensidad de transmisión de L. infantum en el brote.  

Mediante técnicas moleculares se ha notificado por primera vez la presencia del 

tripanosoma del conejo, Trypanosoma nabiasi, en flebotomos. La detección de ADN de 

este parásito en hembras de P. perniciosus alimentadas de sangre de conejo capturadas 

en área del brote sugiere la posible implicación de estos dípteros en su transmisión.  

El estudio de las preferencias alimentarias mediante la amplificación y la secuenciación 

de un fragmento conservado del gen de citocromo b (cytb) ha demostrado que las 

hembras de P. perniciosus se alimentan preferentemente de conejos y liebres, 

confirmando el importante papel que estos lagomorfos juegan en el ciclo de L. infantum 

en el área del brote. Además, se han encontrado hembras de esta especie alimentadas 

de gato, humano y perro; mientras que las hembras de S. minuta analizadas solamente 

presentaban sangre de salamanquesa. Por otro lado, se ha diseñado y optimizado una 

técnica de PCR seguida del estudio de los polimorfismos de la longitud de los fragmentos 

de restricción del gen del cytb mediante la digestión de los productos amplificados con las 

enzimas de restricción HaeIII y HinfI. Los resultados demuestran que esta técnica, en la 

que se analizan los patrones de bandas diagnósticas obtenidos, es una opción funcional 

para la discriminación de las fuentes de alimentación en flebotomos, sirviendo de 

alternativa a técnicas más complejas y costosas económicamente como la secuenciación. 

Como conclusión final, el trabajo llevado a cabo en la presente Tesis se muestra como el 

estudio entomológico más exhaustivo y completo realizado en el mayor brote de 

leishmaniosis registrado en Europa. La combinación de técnicas biológicas clásicas y 

moleculares ha demostrado ser una estrategia eficaz en la descripción de las 

características de las poblaciones de flebotomos presentes en la zona del brote, de sus 

fluctuaciones estacionales, de las tasas de infección y de las preferencias alimentarias. 
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SUMMARY 

Entomological studies on the outbreak of leishmaniasis in the southwest of the 

Community of Madrid 

Leishmaniasis is caused by flagellated protozoa of the genus Leishmania and is 

distributed in tropical and subtropical zones, affecting 98 countries on 5 continents. This 

disease can affect both humans and other vertebrates, and is a major public health 

problem in regions of Africa, Asia, Latin America and southern Europe. Leishmaniasis is a 

vector-borne disease, since it is transmitted through the bite of female sand flies when 

they feed on a vertebrate. In addition, it is considered a neglected tropical disease due to 

its ecological and epidemiological complexity, difficulty in case management, increased 

incidence in the poorest populations of developing countries and lack of accurate data on 

its extent and distribution. 

Leishmania infantum is the only species of the parasite present in Spain and it is 

distributed over a large part of the peninsular territory, mainly affecting the Mediterranean, 

southern and central regions. In mid-2010, an increase in human leishmaniasis cases was 

detected in the southwestern region of the Community of Madrid with more than 700 

cases reported to date, which has led to the largest outbreak of human leishmaniasis in 

Europe. This region has undergone important changes in its environment due to the 

creation of two large green areas, bordering municipalities with a high population density, 

promoting the increase in the population of rabbits, hares and also sand flies, which has 

favored the transmission of the parasite. The outbreak has mainly affected the residents 

of Fuenlabrada, where it has reached an incidence of 52.7 cases per 100,000 inhabitants, 

and three other neighbouring municipalities, Leganés, Getafe, and Humanes de Madrid. 

The main objective of this Doctoral Thesis was to carry out an exhaustive study of the 

biological cycle of L. infantum in the area, paying special attention to the entomological 

aspects of transmission. To this end, between 2012 and 2014, monthly collections were 

conducted during the sand fly activity period―from June to October―using sticky traps 

and CDC-type light traps. The catches were taken in 4 sampling stations, located in 

Fuenlabrada and Leganés, during two consecutive nights. In this way, the study of the 

abundance, the distribution and the seasonal dynamics of sand fly species have been 

carried out in Phlebotomus perniciosus sand flies, as well as the determination of infection 

rates, the estimation of parasite loads and the identification of bloodmeal preferences. 

The results of the surveys show the presence of four sand fly species: P. perniciosus, 

Sergentomyia minuta, Phlebotomus sergenti and Phlebotomus papatasi. The predominant 

species is P. perniciosus, followed by S. minuta. Thus, the results reveal that the only 

sand fly species involved in the transmission of L. infantum in the outbreak is P. 

perniciosus, whose high density and relative abundance values are indicative of an 

exceptionally high risk of transmission. 
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On the other hand, the fluctuations of each species over the three sampling periods have 

been different. While P. perniciosus has a predominantly bimodal confluent pattern, S. 

minuta shows a monomodal pattern. Likewise, the seasonal dynamics of these two 

species have been shown to be influenced by the temperature and relative humidity 

present in the area. 

The study of infection rates shows high values both by dissection of P. perniciosus 

females and by molecular methods. In addition, the estimation of parasite loads by the 

optimized quantitative polymerase chain reaction has confirmed the presence of high 

parasite loads in the infected P. perniciosus females. All these findings confirm the high 

intensity of transmission of L. infantum in the outbreak. 

The presence of rabbit trypanosome, Trypanosoma nabiasi, in sand flies has been 

reported for the first time using molecular techniques. DNA detection of this parasite in 

females of P. perniciosus fed on rabbit captured in the outbreak area suggests the 

possible involvement of these dipterans in its transmission.  

Results on the study of bloodmeal preferences by amplification and sequencing of a 

conserved fragment of the cytochrome b (cytb) gene have shown that P. perniciosus 

females have fed primarily on rabbits and hares, confirming the important role that these 

lagomorphs play in the L. infantum cycle in the outbreak area. In addition, females of this 

species were found to be fed on cat, human and dog, while the tested S. minuta females 

presented only gecko blood. On the other hand, a PCR technique followed by the study of 

restriction fragments length polymorphisms of cytb gene has been designed and 

optimized by the digestion of amplified products with the restriction enzymes HaeIII and 

HinfI. The results show that this technique, in which the obtained diagnostic band patterns 

are analyzed, is a functional option for the discrimination of blood meal sources in sand 

flies, serving as an alternative to more complex and economically expensive techniques 

such as sequencing. 

As a final conclusion, the work carried out in this Thesis is the most exhaustive and 

complete entomological study carried out in the largest outbreak of human leishmaniasis 

in Europe. The combination of classical and molecular techniques has proven to be an 

effective strategy for describing the populations of sand flies present in the outbreak area, 

their seasonal fluctuations, the infection rates and bloodmeal preferences.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Leishmaniosis  

1.1.1. Aspectos generales 

La leishmaniosis engloba un grupo de enfermedades causadas por protozoos flagelados 

pertenecientes al género Leishmania. Se distribuye por zonas tropicales y subtropicales, 

llegando a afectar a 98 países en 5 continentes. Esta enfermedad puede afectar tanto a 

humanos como a otros animales, y representa un serio problema de salud pública en 

lugares de África, Asia, América Latina y sur de Europa. La OMS calcula una prevalencia 

de 12 millones de afectados y una población de 350 millones de personas en riesgo de 

padecerla, aunque se considera que los datos oficiales podrían ser bastante inferiores a 

los reales debido a la subestimación y a la falta de registros de los casos en algunos 

países (OMS 2010; Alvar y col., 2012). Se trata de una enfermedad muy ligada a la 

pobreza y a los movimientos migratorios de personas entre países, consecuencia de la 

inmigración y los desplazamientos de refugiados provocados por conflictos armados 

(Alvar y col., 2006; Okwor y Uzonna, 2016). Estas características sitúan a la 

leishmaniosis como una de las enfermedades infecciosas más importantes y la segunda 

enfermedad parasitaria que más muertes causa. Debido a la complejidad ecológica y 

epidemiológica de la enfermedad, la dificultad en el manejo de los casos, su mayor 

incidencia entre la población más pobre de los países en desarrollo, junto con la falta de 

datos exactos sobre su extensión y distribución, esta enfermedad forma parte del grupo 

de enfermedades tropicales desatendidas (NTD, neglected tropical diseases).  

La leishmaniosis es una enfermedad transmitida por vectores (VBD, vector borne 

diseases), ya que se transmite a través de la picadura de las hembras de flebotomo 

cuando se alimentan de la sangre de algún vertebrado. Aunque los flebotomos son los 

vectores probados, algunas especies de Leishmania del subgénero Mundinia, 

recientemente descritas, parecen ser transmitidas por otros dípteros. Concretamente se 

sospecha de dípteros cerapotogónidos, los cuales parecen estar involucrados en la 

transmisión de Leishmania (M.) macropodum entre los canguros rojos de Australia 

(Dougall y col., 2009). Así mismo, Seblova y col., 2015 demostraron el desarrollo de 

formas infectivas de Leishmania (M.) enriettii en Culicoides sonorensis. Además de la 

transmisión vectorial, se pueden dar otras vías de transmisión mucho menos frecuentes, 

como son la infección mediante la transfusión de componentes sanguíneos u órganos 

procedentes de donantes portadores del parásito (Cohen y col., 1991; Antinori y col., 

2008; França et al., 2018), la transmisión transplacentaria (Díaz-Espiñeira y Slappendel, 

1997; Meinecke y col., 1999; Rosypal y col., 2005; Da Silva y col., 2009), la transmisión 

vía parenteral por uso compartido de jeringas entre consumidores de drogas (Alvar y 

Jimenez, 1994; Cruz y col., 2002a), la transmisión venérea (Silva y col., 2009) e incluso 

se sugiere la transmisión directa entre perros a través de mordeduras (Naucke y col., 

2016). El ciclo habitual de este parásito tiene lugar en dos hospedadores: el flebotomo, 

que actúa como vector, y el hospedador vertebrado. En ambos tiene lugar la 
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multiplicación del parásito, difiriendo en que en el hospedador vertebrado se multiplican 

los amastigotes, sin flagelo funcional, dentro de los macrófagos; mientras que en el 

flebotomo los macrófagos ingeridos al alimentarse de la sangre de un vertebrado 

infectado, se lisan y liberan amastigotes en el tubo digestivo del díptero. Dentro de éste, 

los amastigotes se transforman en las formas flageladas, los promastigotes, que se 

multiplican y transforman hasta dar lugar finalmente a la forma infectiva, los 

promastigotes metacíclicos (Figura 1). 

 

Figura 1. Ciclo de Leishmania en el flebotomo y en el hospedador vertebrado. Fuente: modificado 
de Esch y Petersen, 2013. 

 

Más de 20 especies de Leishmania pueden ser causantes de la enfermedad, cuya clínica 

varía dependiendo de la virulencia de la especie, del estado inmunológico de la persona 

afectada y de su respuesta inmune frente al parásito (OMS, 2010). Las manifestaciones 

clínicas que se observan en humanos son diversas y van desde la leishmaniosis cutánea 

(LC), en la que aparecen lesiones en la piel normalmente autolimitantes, a la 

leishmaniosis visceral (LV), que puede ser letal en caso de no ser tratada. Existen otras 

variantes como la leishmaniosis cutánea difusa, la leishmaniosis mucocutánea y la 

leishmaniosis cutánea poskala-azar (PKDL, post-kala-azar dermal leishmaniasis) (OMS, 

2010; Desjeux, 2004) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Manifestaciones clínicas de la leishmaniosis. A) Lesión cutánea característica de la LC; 
B) leishmaniosis mucocutánea; C) leishmaniosis cutánea difusa; D) PKDL; E) 
hepatoesplenomegalia debida a LV. Fuentes: A, Aguado y col., 2013; B, Chappuis y col., 2007; C y 
E, Gradoni y col., 2017. 
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Algunas especies pueden afectar tanto a humanos como a otros vertebrados, pudiendo 

existir diversos hospedadores involucrados en el ciclo, dando lugar a una zoonosis. Otras 

especies sólo afectan a humanos, tratándose entonces de una antroponosis. Incluso 

algunas especies pueden englobarse en ambas categorías. Existen ciclos que afectan 

sólo a animales silvestres (ciclo silvestre), a animales domésticos (ciclo doméstico) o a 

humanos (ciclo antroponótico). A su vez, estos ciclos pueden interaccionar entre sí, 

ampliándose la transmisión del parásito (Figura 3). Las especies de Leishmania 

consideradas causantes de antroponosis son Leishmania donovani, que ocasiona LV, y 

Leishmania tropica, que causa LC (OMS, 2010). En determinadas circunstancias L. 

infantum también puede encontrarse en ciclos estrictamente antroponóticos al 

transmitirse a través de jeringas entre personas consumidoras de drogas por vía 

parenteral (Alvar y Jiménez, 1994; OMS, 2010). 

 

Figura 3. Diferentes ciclos de leishmaniosis e interacción entre ellos. Fuente: modificado de Léger 

y Depaquit, 1999. 

 

Los estudios existentes estiman que más del 90% de los casos de LV se dan en seis 

países: India, Bangladesh, Sudán, Sudán del Sur, Etiopía y Brasil (Figura 4A); mientras 

que la LC se distribuye en un mayor número de países, repartiéndose principalmente en 

tres regiones: América, cuenca mediterránea y la región comprendida desde Asia del 

Este, Oriente Medio y Asia Central (Figura 4B) (Alvar y col., 2012). En Europa, el 75 % de 

los casos de leishmaniosis se producen en Albania, Georgia, Italia y España, y el total de 

la incidencia en este continente representa el 2% de la carga global mundial (Ejov y 

Dagne, 2014). 
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Figura 4. Distribución de la LV (A) y la LC (B) a nivel mundial. Los puntos azules indican puntos 
de incidencia o casos dentro de pequeños núcleos habitados. Fuente: modificado de Pigott y col., 
2014. 

 

Numerosos animales, entre ellos el hombre, pueden ser reservorios de la leishmaniosis. 

Se conoce como reservorio aquel animal que garantiza tanto la presencia del agente 

etiológico como su posterior transmisión (OMS, 2010). Por lo general, en un foco 

particular de leishmaniosis se suele encontrar un reservorio principal o primario, 

responsable de que el parásito se mantenga de manera indefinida en el área. Pero en la 

misma zona pueden verse infectados otros vertebrados, que constituyen reservorios 

secundarios, los cuales pueden estar infectados por el parásito pero no son capaces de 

mantener una transmisión estable en ausencia del reservorio primario. Además, pueden 

existir reservorios accidentales, que serían aquellos animales en los que se detecta el 

parásito pero que no participan de ninguna manera en el ciclo de transmisión del mismo 

(Quinnell y Courtenay, 2009; Maia y col., 2018). Los animales infectados por Leishmania 

pueden presentar o no signos evidentes de infección. Puede ocurrir que el animal 

A 

 

B 

 



Introducción 

11 

 

presente relativamente pocos amastigotes en piel o en vísceras, por lo que su respuesta 

es mínima o indetectable. Sin embargo, otros animales como el perro, considerado el 

reservorio principal de la LV causada por L. infantum, pueden sucumbir a la infección. El 

simple hecho de detectar el parásito en un vertebrado, aunque sea en numerosos 

individuos, no lo incrimina automáticamente como reservorio. Para ello es necesario 

demostrar los criterios siguientes (Ashford, 1996; OMS, 2010): 

- El reservorio debe encontrarse en una densidad lo suficientemente alta y vivir lo 

bastante como para proporcionar a los flebotomos vectores una fuente 

significativa de alimento. 

- Es necesario un contacto intenso entre el hospedador y los flebotomos.  

- La proporción de hospedadores que adquieren el parásito a lo largo de su vida 

debe ser considerable. 

- El reservorio debe mantener la infección el tiempo suficiente para que los 

parásitos sobrevivan y puedan ser transmitidos nuevamente. 

- Los reservorios deben presentar una cantidad de parásitos suficiente en piel o en 

sangre para que puedan transmitirse al flebotomo. 

En el caso de las antroponosis causadas por L. donovani y L. tropica, el único reservorio 

implicado es el humano. Sin embargo, se ha venido detectando la presencia de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) o anticuerpos frente a estas especies en una amplia variedad 

de animales, la mayoría de ellos dentro del entorno doméstico, como burros, cabras, 

gatos, ovejas, perros y vacas (Dereure y col., 1991, 2000, 2003; Mukhtar y col., 2000; 

Hassan y col., 2009; Baneth y col., 2014; Hajjaran y col., 2013; Ntais y col., 2014; 

Bamorovat y col., 2015; Can y col., 2016), y también en animales silvestres como 

damanes, mangostas, murciélagos o roedores (Elnaiem y col., 2001; Svobodova y col., 

2006; Talmi-Frank y col., 2010; Kassahun y col., 2015; Lemma y col., 2017), que podrían 

estar implicados en el mantenimiento del ciclo del parásito, aunque hasta el momento no 

existen estudios que demuestren su implicación. En cuanto a las zoonosis los reservorios 

implicados dependen de la especie de Leishmania y del entorno donde tengan lugar. 

Numerosos estudios han detectado la presencia del parásito en una amplia variedad de 

órdenes de vertebrados repartidos por el Viejo y por el Nuevo Mundo: Carnivora (cánidos, 

felinos, vivérridos), Chiroptera (murciélagos), Cingulata (armadillos), Didelmorphia 

(zarigüeyas), Diprotodontia (wallabies), Eulipotyda (erizos), Lagomorpha (conejos y 

liebres), Pilosa (osos hormigueros), Primata y Rodentia. Algunos de estos animales han 

sido confirmados como reservorios de alguna especie de Leishmania, mientras que en 

otros simplemente se ha detectado el parásito sin haber podido determinarse su 

implicación en el mantenimiento del ciclo (Lainson y col., 1989; Lainson y Shaw, 1989; 

Ashford, 1996; Quinnell y Courtenay, 2009; Savani y col., 2010; Marcelino y col., 2011; 

Carreira y col., 2012; Molina y col., 2012; Shapiro y col., 2013; Jiménez y col., 2014; 

Millán y col., 2014; Roque y Jansen, 2014; Chemkhi y col., 2015; Lara-Silva y col., 2015; 

Ebani y col., 2016; Montoya y col., 2016; Caldart y col., 2017; Gómez-Hernández y col., 

2017; Pereira y col., 2017).  
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1.1.2. Posición taxonómica de Leishmania 

Los parásitos causantes de la leishmaniosis han evolucionado a partir de flagelados 

parásitos de insectos, de ciclo monoxeno, hasta convertirse en formas con un ciclo 

digénico complejo que se alterna entre el flebotomo vector y el hospedador vertebrado 

(Maslov y col., 2013). El género Leishmania (Ross 1903) se engloba dentro del reino 

Protista y en la clase Kinetoplastea por la presencia del kinetoplasto, consistente en una 

mitocondria única que contiene una gran cantidad de ADN (Lukes y col., 2002). Se 

agrupa en la familia Trypanosomatidae, en la que también se encuentra el género 

Trypanosoma que, junto con el género Leishmania, son los dos tripanosomátidos 

digénicos con especies patóge- 

nas que afectan a humanos 

(Figura 5).  

 

Figura 5. Clasificación taxonómica 
del género Leishmania. Fuente: 
modificado de Ruggiero y col., 2015; 
Mauricio, 2018.  

Las primeras clasificaciones se basaron en caracteres extrínsecos como la clínica, 

distribución geográfica o características biológicas, pero resultan complejas y poco 

precisas en algunos casos (Adler, 1964). En 1976, Vickerman propuso 4 géneros: 

“complejo donovani”, “complejo tropica”, “complejo mexicana” y “complejo braziliensis”. 

Tres años más tarde, Lainson y col., 1979 propusieron tres grupos, atendiendo a la 

localización de los parásitos en el tubo digestivo de los flebotomos: Hipopilaria, Peripilaria 

y Suprapilaria (ver apartado 1.2.7). En 1987, Lainson y Shaw, describieron dos 

subgéneros: Leishmania (Leishmania) para las especies englobadas en el grupo 

Suprapilaria, y Leishmania (Viannia) para el grupo Peripilaria. Las especies del segundo 

subgénero se encuentran sólo en el Nuevo Mundo, mientras que las del primero se 

encuentran tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo. A partir de los años 80, la 

aparición de las herramientas moleculares mostró que los caracteres extrínsecos podían 

no ser adecuados para la clasificación y que se debían tener en cuenta otras 

características como patrones de polimorfismos de marcadores, como el ADN del 

kinetoplasto (ADNk), proteínas o antígenos (Chance y col., 1974; Kreutzer y Christensen, 

1980; Simpson y col., 1980; Arnot y Barker, 1981; Miles y col., 1981; Pratt y David, 1981; 

De Ibarra y col., 1982; Wirth y Prattt, 1982; Anthony y col., 1985; Barker y col., 1986; 

Bañuls y col., 2007). Posteriormente, se ha propuesto una nueva clasificación basada en 

estudios moleculares, con dos líneas filogenéticas: Euleishmania y Paraleishmania 

(Cupolillo y col., 2000). La primera línea engloba cuatro subgéneros (Leishmania, 

Viannia, Sauroleishmania y Mundinia) y la segunda engloba 5 especies (Leishmania 

hertigi, Leishmania deanei, Leishmania herreri, Leishmania equatorensis y Leishmania 

colombiensis) y los géneros Endotrypanum y Porcisia (Espinosa y col., 2016). 

Actualmente están descritas 54 especies de Leishmania (excluyendo las especies 

sinónimas), de las cuales 20 son patógenas para el ser humano (Figura 6). 
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Figura 6. Clasificación taxonómica del género Leishmania. Fuente: modificado de la página web del Instituto de Investigación para el Desarrollo de Francia 
(Institut de recherche pour le développement) (http://leishmania.ird.fr/#). Las especies pertenecientes al Viejo Mundo se indican en color azul y las del Nuevo 
Mundo en violeta. Los nombres en negrita indican las especies patógenas para el ser humano. Los nombres entre comillas hacen referencia a nombre no 
oficiales sin descripciones formales; Leishmania “siamensis” y Leishmania martiniquensis también han sido encontradas en el Nuevo Mundo. Las especies 
sinónimas están señaladas con diferente número de (*) y (+). Subrayado: especies cuya clasificación no es definitiva.  
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1.1.3. Métodos de caracterización 

La identificación de la especie de Leishmania que circula en una región es imprescindible 

para elaborar un plan de control adecuado (OMS, 2010). Además, el aumento del 

desplazamiento de personas entre diferentes zonas, ya sea por turismo, emigración o 

conflictos armados, conducen a la aparición inesperada de especies de Leishmania en 

nuevas regiones (Di Muccio y col., 2015). 

El método de referencia o gold estándar para la caracterización de las especies de 

Leishmania ha sido la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE, multilocus enzyme 

electrophoresis), también denominada caracterización isoenzimática. En este método se 

analiza un grupo de isoenzimas que dará lugar a un patrón de movilidad característico en 

cada proteína y cuya combinación permite agrupar la especie o cepa de Leishmania en 

un determinado zimodema, permitiendo la diferenciación de especies y su clasificación en 

niveles inferiores (Pratlong y col., 2009, 2013). Esta técnica ha sido utilizada para la 

caracterización de aislados de flebotomos, hospedadores o sujetos, permitiendo la 

descripción de los ciclos de transmisión presentes en áreas endémicas de leishmaniosis 

(Schlein y col., 1984; Gradoni y col., 1991; Jiménez y col., 1995a; Martín-Sánchez y col., 

2004; Chicharro y col., 2002; Pratlong y col., 2004; Campino y col., 2006; Haouas y col., 

2012) y de la distribución de diferentes especies de Leishmania (Le Blancq y col., 1986a, 

1986b; Le Blancq y Peters, 1986; Pratlong y col., 2009, 2013). A pesar de su enorme 

utilidad, el MLEE es una técnica laboriosa, que consume mucho tiempo y necesita de 

personal muy experimentado, además de requerir el uso de cepas control que permitan la 

comparación de los resultados obtenidos con la muestra problema. Así mismo, presenta 

otros inconvenientes como la dificultad de comparar especies de Leishmania del Viejo y 

Nuevo Mundo al utilizarse paneles de isoenzimas diferentes (Rioux, 1990; Cupolillo y col., 

1994). También pueden existir zimodemas fenotípicamente indistinguibles producidos por 

diferentes genotipos (Mauricio y col., 2006; Alam y col., 2009), o variaciones en las 

movilidades electroforéticas debidas a la heterocigosidad en la posición de un solo 

nucleótido (Jamjoom y col., 2004) o que no son consecuencia de la diversidad de 

nucleótidos del gen en particular (Mauricio y col., 2006; Zemanová y col., 2007). Todos 

estos inconvenientes han propiciado el desarrollo de nuevas técnicas moleculares, la 

mayoría de ellas ligadas a técnicas de amplificación de ácidos nucleicos. 

Las dianas utilizadas para la caracterización molecular de Leishmania deben ser 

secuencias que permitan la discriminación entre el mayor número de especies posible. 

De manera general, una técnica de genotipado debería cumplir los siguientes requisitos 

(revisado por Van der Auwera y Dujardin, 2015):  

1) Discriminar entre las diferentes especies.  

2) Ser aplicable globalmente o al menos a las especies presentes en la región objeto 

del estudio.  

3) Ser lo suficientemente sensible como para identificar la especie de Leishmania en 

aquellas muestras en las que no sea posible aislar y cultivar el parásito.  
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4) Ser específica del género Leishmania, evitando reacciones cruzadas con otros 

microorganismos. 

5) Ser fácil de estandarizar y ser reproducible en otros laboratorios.  

6) Poder llevarse a cabo con los recursos disponibles en esa región.  

7) Estar validada. 

Se ha desarrollado un amplio abanico de metodologías en las que se utilizan una gran 

variedad de dianas presentes, tanto en el ADN cromosómico como en el 

extracromosómico de Leishmania. Dentro de las dianas presentes en el ADN 

cromosómico, se encuentran: 

- ADN ribosomal: los genes de esta región se localizan en el cromosoma 27 y se 

presentan en un número alto de repeticiones (Yan y col., 1999). Dentro de los 

diferentes componentes de estos genes, las dianas más utilizadas son las 

regiones espaciadoras transcritas internas (ITS, internal transcribed spacer). 

Estas regiones están formadas por ADN no codificante localizado entre la 

subunidad pequeña (SSU, small subunit) y la subunidad grande (LSU, large 

subunit) del ADN ribosomal (ADNr). Son regiones altamente variables que se 

vienen utilizando para el genotipado de las especies de Leishmania y que se 

diferencian en dos regiones: ITS1, con una longitud de 50-350 pares de bases 

(pb), localizada entre los genes 18S y 5.8S del ADNr (Schönian y col., 2003); y la 

región ITS2, con una longitud de 50-650 pb, localizada entre el gen 5.8S y los 

genes de la LSU (Figura 7). Los cebadores utilizados para la diferenciación de las 

especies de Leishmania fueron originariamente descritos por El Tai y col., 2000, y 

se han aplicado en diferentes métodos como la reacción en cadena de la 

polimerasa-polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (PCR-

RFLP, polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism) 

(Schönian y col., 2003), PCR anidada (Cruz y col., 2002b), qPCR (Toz y col., 

2013), diferenciación de temperatura de melting mediante análisis de alta 

resolución de fusión (HRM, high resolution melting) (Talmi-frank y col., 2010; 

Hernández y col., 2014), uso de sondas de transferencia de energía por 

resonancia de fluorescencia (FRET, fluorescence resonance energy transfer) 

(Tsukayama y col., 2013; Nath-Chowdhury y col., 2016) y secuenciación (El Tai y 

col., 2001; Kuhls y col., 2005; De Almeida y col., 2011).  

 

Figura 7. Región del ADNr donde se localizan las dianas moleculares de las regiones ITS. Fuente: 

modificado de Van der Auwera y Dujardin, 2015. 
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- Genes codificantes de proteínas: incluye genes de copia única y de copia múltiple. 

Entre los genes más utilizados para la caracterización de Leishmania se 

encuentran los genes codificantes para las proteínas de choque térmico (Hsp, 

heat-shock proteins), la cisteína proteinasa b (cpb), la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa (G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase) y la 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH, 6-phosphogluconate dehydrogenase) 

(Van der Auwera y Dujardin, 2015; Akhoundi y col., 2017). En relación a las 

proteínas Hsp, la más utilizada es la Hsp70 que juega un papel como chaperona 

en el plegamiento y transporte de proteínas (Hartl y Hayer-Hartl, 2002) y está 

presente entre 5-10 copias en el genoma de Leishmania. Esta proteína permite la 

identificación de las diferentes especies de manera precisa mediante PCR-RFLP 

(García y col., 2004; Fraga y col., 2010; Montalvo y col., 2010, 2012) o qPCR-

HRM (Cardoso y col., 2015; Zampieri y col., 2016). Otra diana ampliamente 

utilizada para la identificación de Leishmania es el gen cpb, implicado en la 

interacción parásito-hospedador, que se encuentra en múltiples copias en el 

genoma del parásito, presentando variabilidad en la secuencia nucleotídica y en el 

número de copias (Mottram y col., 1997), por lo que es una diana muy útil para la 

identificación de las diferentes especies (Quispe-Tintaya y col., 2004; García y 

col., 2005; Hide y Bañuls, 2008). Por último, los genes codificantes para las 

proteínas G6PD y 6PGDH son utilizados en técnicas de PCR convencional y a 

tiempo real, pero sobre todo en técnicas de tipificación de secuencias multilocus 

(MLST, multilocus sequence typing), junto con otros genes, en las que se analiza 

la variabilidad en la secuencia nucleotídica de un cuadro de genes. Esta técnica 

se considera una versión actualizada del MLEE (Castilho y col., 2003, 2008; De 

Andrade y col., 2006; Mauricio y col., 2006; Zemanová y col., 2007; Boité y col., 

2012; Marco y col., 2015; Herrera y col., 2017).  

En cuanto a las dianas de ADN extracromosómico, se centran fundamentalmente en el 

kinetoplasto, el cual está formado por numerosas secuencias de ADN circular agrupado 

en minicírculos y maxicírculos. Los primeros se encuentran en varios miles de copias y 

tienen un tamaño aproximado de 800 pb que se dividen en una región conservada (120 

pb) y una región variable (Figura 8). Estos minicírculos codifican un ácido ribonucleico 

(ARN) guía, necesario para la edición de los transcritos codificados por los maxicírculos, 

los cuales están presentes en menor número (20-50 copias) y presentan un tamaño de 

alrededor de 23 kilobases (Kb) (Sturm y Simpson, 1991; Lukes y col., 2002). Se han 

desarrollado un gran número de técnicas basadas en el análisis de minicírculos siguiendo 

diferentes estrategias, como la discriminación por tamaño de secuencia (Noyes y col., 

1998; Anders y col., 2002), PCRs específicas (Rocha y col., 2010; Weirather y col., 2011), 

PCR-RFLP (Degrave y col., 1994; Noyes y col., 1998; Volpini y col., 2004; Ribolla y col., 

2016; Souza-Castro y col., 2018), análisis de curvas de melting mediante HRM (Nicolas y 

col., 2002; Pita-Pereira y col., 2012; Ceccarelli y col., 2014), secuenciación (Kassahun y 

col., 2015) y también secuenciación de alto rendimiento (Kocher y col., 2017). Sin 

embargo, varios autores han observado problemas de reacción cruzada entre diferentes 
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especies de Leishmania debido a la elevada variabilidad presente en los minicírculos 

(Weirather y col., 2011; van der Auwera y Dujardin, 2015; Losada-Barragán y col., 2016; 

Ceccarelli y col., 2017).  

 

 

Figura 8. Esquema de la configuración del minicírculo del kinetoplasto. Fuente: modificado de Van 
der Auwera y Dujardin, 2015. 

Por otro lado, en los maxícirculos se encuentran varias regiones de importancia como los 

genes del citocromo oxidasa (CO) y del citocromo b (cytb), implicados en la respiración 

celular. El gen CO no es muy utilizado para el genotipado de Leishmania, salvo algún 

estudio filogenético basado en el COII (Ibrahim y Barker, 2001; Cao y col., 2011). En el 

caso del cytb, sí se han realizado diversos ensayos que han discriminado entre la 

mayoría de especies de Leishmania con buena resolución y sensibilidad (Luyo-Acero y 

col., 2004; Foulet y col., 2007; Asato y col., 2009). 

Otra técnica molecular utilizada es el genotipado de multilocus microsatélite (MLMT, 

multilocus microsatellite typing), en la que se amplifican y analizan las variaciones de un 

conjunto de regiones microsatélite (fragmentos de 1-6 pb repetidos en tándem y alta 

capacidad de mutación) del genoma del parásito, que dan lugar a un patrón de tamaño 

específico denominado huella genética que se utiliza principalmente para el genotipado y 

estudio de poblaciones (Kuhls y col., 2011; Schönian y col., 2011).  

Recientemente se han desarrollado técnicas de espectrometría de masas, como la 

técnica de desorción/ionización láser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF, 

matrix-assisted laser desorption/Ionization-time of flight), que parecen identificar de 

manera rápida y eficaz las diferentes especies de Leishmania basándose en las 

diferencias de los perfiles proteicos de las especies mediante el uso de patrones control 

(Cassagne y col., 2014; Mouri y col., 2014; Lachaud y col., 2017; Evers y col., 2018). 

 

1.1.4. Cambios globales. Emergencia y/o reemergencia de enfermedades 

transmitidas por vectores 

Las modificaciones en el medio ambiente y las alteraciones ecológicas causadas tanto 

por fenómenos naturales como por la acción del hombre pueden conducir a la 

emergencia o reemergencia de enfermedades, entre las que destacan las VBD. Cualquier 

cambio puede alterar el equilibrio existente en la relación entre microorganismos 

patógenos, vectores y hospedadores, caracterizada por una diversidad, abundancia, 

comportamiento y competencia vectorial concretos que se ven afectados al alterarse el 
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entorno y sus condiciones (Patz y col., 2000; Sutherst, 2004; Lambin y col., 2010; Colwell 

y col., 2011; Maroli y col., 2013; Bardosh y col., 2017; Cable y col., 2017) (Figura 9). 

Predecir la influencia y las consecuencias de este tipo de cambios producidos por una 

acción antropogénica es una tarea complicada ya que el medio natural actúa intentando 

contrarrestarlos (Sutherst, 2004). Además, todos estos factores varían de una región a 

otra, por lo que se deben analizar a nivel regional (Githeko y col., 2000). 

 

 

Figura 9. Factores impulsores del cambio global en relación con los potenciales cambios en la 

situación de las VBD. Fuente: modificado de Sutherst, 2004. 

Los cambios globales pueden ir ligados a fenómenos naturales como terremotos, 

incendios, inundaciones, o asociados a la acción del hombre, como cambios en el uso del 

suelo, cambios socioeconómicos, movimientos poblacionales o el cambio climático 

(Lambin y col., 2010; Cable y col., 2017). Los cambios socioeconómicos van unidos a la 

aparición de nuevos asentamientos, explotación de tierras, y estos a la deforestación o 

reforestación de territorios, produciendo modificaciones en las poblaciones de vectores y 

su desplazamiento a nuevas zonas (Hay y col., 2006; Chaves y col., 2008; Kilpatrick y 

Randolph, 2012). La deforestación es una de las acciones antropogénicas con mayor 

impacto, pues se crean nuevas superficies que propician el contacto entre vectores, 

reservorios silvestres y humanos (Bardosh y col., 2017). Estas alteraciones en el uso del 

suelo, pueden llevar a una modificación de las redes tróficas existentes en el área, en las 

que se produce la interacción de nuevas especies, apareciendo potenciales vectores y 

hospedadores capaces de favorecer la transmisión de enfermedades (Cable y col., 2017). 

La explotación agrícola de territorios usualmente causa la reducción del número de 

vectores debido al uso de plaguicidas, y de la biodiversidad de hospedadores, lo que 

podría considerarse beneficioso. Sin embargo, también puede obligar al desplazamiento 

de los vectores a nuevas zonas en busca de fuentes de alimentación, pudiendo 

aproximarse a los asentamientos humanos, lo que aumentaría la exposición de estos a 

las VBD (Anderson y col., 2015; Bardosh y col., 2017). En cuanto a la urbanización de 

nuevos territorios, incrementa la posibilidad de que la población se asiente próxima al 

ciclo silvestre de una enfermedad, por lo que la exposición de animales domésticos y de 
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personas al patógeno se incrementaría, conduciendo a la aparición de brotes (Gubler, 

1998; Rosário y col., 2016). 

En relación al cambio climático, producido en gran medida por la emisión de gases de 

efecto invernadero a partir de actividades de origen humano, propicia la modificación de 

variables climáticas como la temperatura, la humedad y las tasas de precipitación, 

variables que afectan a la supervivencia, a la actividad y a la biología de los artrópodos 

vectores de patógenos (López-Vélez y Moreno, 2005; Gage y col., 2008; Iriso-Calle y col., 

2017). Se han descrito 3 principales riesgos asociados al cambio climático y a las VBD 

(Ogden y Lindsay, 2016): 

- Aparición de epidemias más virulentas, con mayor persistencia y duración, debido 

al aumento de la temperatura y a las variaciones en la estacionalidad de las 

precipitaciones. 

- La dispersión de las VBD a zonas de mayor altitud y latitud debido al aumento de 

la temperatura, que favorece la propagación de los vectores. 

- Aumento del riesgo de establecimiento de VBD endémicas de zonas tropicales y 

subtropicales en zonas no endémicas con condiciones climáticas idóneas en las 

que puede aumentar la densidad de vectores. 

Generalmente, un aumento de la temperatura produce un incremento en la velocidad de 

desarrollo de los vectores, disminuyendo la duración de su ciclo biológico (Medlock y 

Leach, 2015; Parham y col., 2015; Ogden y Lindsay, 2016; Ogden, 2017). Además se 

pueden producir alteraciones en su estacionalidad y en la dinámica de las comunidades 

que afectan a la relación parásito/vector/hospedador, produciendo cambios en la 

adaptación y la aparición de nuevas cepas más competentes (Daszak y col., 2001; 

Gortázar y col., 2014; Negev y col., 2015).  

El aumento del desplazamiento de personas, así como de mercancías y animales 

promueve la propagación de patógenos y de potenciales reservorios a nuevas regiones 

(Colwell y col., 2011). En el caso concreto de Europa, se ha registrado la transmisión 

autóctona de dengue y chikungunya debido a la presencia del vector Aedes albopictus y 

a la introducción de estos virus posiblemente a través de viajeros procedentes de 

regiones endémicas (Angelini y col., 2007; Grandadam y col., 2011; Succo y col., 2016 

Manica y col., 2017). Por otro lado, el desplazamiento de población debido a conflictos 

armados o crisis humanitarias provoca que un gran número de personas se exponga a 

nuevos patógenos, tanto en aquellas desplazadas a las nuevas regiones, como los 

habitantes de las zonas de acogida. De esta manera, ambas poblaciones se verían 

expuestas a nuevos patógenos frente a los que su organismo no presenta inmunidad, 

aumentando el riesgo de aparición de brotes y epidemias (Beyrer y col., 2007; Aagaard-

Hansen y col., 2010). 
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1.1.4.1. Cambios globales y leishmaniosis 

En relación con la leishmaniosis, diversos estudios han analizado cómo los cambios 

globales pueden afectar a la transmisión de esta enfermedad, cuya infección en humanos 

depende en gran medida de la relación entre la actividad humana y el reservorio, en la 

que cualquier cambio ambiental puede conllevar una modificación de la distribución del 

parásito (Ashford, 2000; Shaw, 2007). Ready, 2008 describe tres maneras en la que el 

cambio climático puede afectar a la distribución de la leishmaniosis:  

- Acción directa de la temperatura sobre el desarrollo y competencia de los 

flebotomos. 

- Efecto indirecto de la temperatura y otras variables climáticas que puedan 

producir un aumento en la densidad de flebotomos. 

- Acción indirecta a través de cambios socioeconómicos que incrementen el 

contacto del humano con los vectores. 

En Europa, se han descrito tres escenarios en los cuales la leishmaniosis podría ampliar 

su distribución a regiones donde no está presente a causa de acciones antropogénicas 

(Ready, 2010). Estos escenarios recogen la introducción de nuevas especies o cepas de 

Leishmania debido al desplazamiento de personas y también de animales domésticos 

(Desjeux, 2001; Trotz-William y Trees, 2003), la dispersión de las especies ya presentes 

a nuevas regiones donde ya existe el vector competente pero no el parásito (Maroli y col., 

2008; Ready, 2008), y la reemergencia del parásito debido al aumento de población 

inmunodeprimida, bien por otras patologías bien por tratamientos. La posible dispersión 

de los flebotomos, y probable aparición de la leishmaniosis en regiones del centro y del 

norte de Europa ha sido estudiada mediante modelos, que confirman esta tendencia 

gracias a un clima cada vez más favorable, pero también apuntan a la existencia de 

factores que limitarían esta dispersión como la orografía, el uso del suelo o las 

infraestructuras existentes (Fischer y col., 2011; Trajer y col., 2013). 

Se han descrito numerosos casos donde las acciones antropogénicas parecen haber 

conducido a un incremento en la incidencia de la leishmaniosis en diversas regiones. Los 

cambios de uso de suelo, unidos a la deforestación, urbanización y migración de 

población se han relacionado con el aumento de la leishmaniosis en Latinoamérica, 

principalmente en Brasil (Nascimento y col., 2008). Se puede hablar de una urbanización 

de la leishmaniosis debida tanto a los movimientos poblacionales desde zonas rurales a 

ciudades como a la ampliación de urbes y a la construcción de nuevos asentamientos 

que favorecen la introducción del parásito en las ciudades y el contacto de la población 

con ciclos silvestres, además de contribuir a la modificación de la ecología del vector 

(Alirol y col., 2011). Por ello, la urbanización es considerado uno de los mayores riesgos 

en el aumento de la incidencia y dispersión de la leishmaniosis (OMS, 2002). Kassem y 

col., 2012 describen como los cambios en el entorno de un foco de LV en Egipto a causa 

de la urbanización, donde las condiciones de las viviendas fueron mejoradas y se 

eliminaron perros abandonados de las calles, dieron lugar a una disminución drástica del 
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número de flebotomos en la zona. Sin embargo, otros estudios en zonas urbanizadas 

reportan cómo, tras una aparente disminución de la densidad de estos dípteros, ésta 

vuelve a incrementarse, llegando a superar los valores anteriores al proceso de 

urbanización (Kamhawi y col., 1991; Boussaa y col., 2007). Por otro lado, en Kabul se 

registró un aumento de los casos de LC debido al desplazamiento de población desde el 

ámbito rural hacia zonas urbanas (Reyburn y col., 2003). El desplazamiento de la 

leishmaniosis a zonas periurbanas, e incluso urbanas, se ha dado también en Irán 

(Oshaghi y col., 2010), Italia (Tarallo y col., 2010), Marruecos (Boussaa y col., 2005) y 

México (Sánchez-García y col., 2010). 

En el noreste de África los movimientos estacionales de población y ganado, el 

desplazamiento de refugiados a causa de conflictos armados y la malnutrición 

constituyen los mayores riesgos en la transmisión de la leishmaniosis. También en 

regiones de India, Bangladesh y Nepal se ha recogido un aumento en la incidencia de 

este parásito debido, principalmente, a la migración de población desde zonas rurales a 

urbanas (Desjeux, 2001). Una gran parte de los movimientos poblacionales son debidos a 

la búsqueda de condiciones de vida mejores, pero también a causa de los conflictos 

armados, como ha ocurrido en Afganistán y Pakistán, donde en la última década del siglo 

pasado se reportaron epidemias de LC causada por L. tropica, principalmente en campos 

de refugiados (Ashford y col., 1992; Rowland y col., 1999; Brooker y col., 2004). Más 

recientemente, la crisis en Siria debida a la guerra ha provocado que millones de 

personas se hayan visto obligadas a desplazarse a otros países. En el propio país, 

endémico para LC, el conflicto ha provocado grandes cambios que han dado lugar a 

brotes de la enfermedad tras años de control (Stamm, 2015; Du y col., 2016). Por otro 

lado, en los países de acogida como Jordania, Líbano o Turquía, se ha registrado un 

aumento de casos (Alawieh y col., 2014; Sharara y Kanj, 2014; Hayani y col., 2015; 

Özkeklikçi y col., 2017; Hajj y col., 2018). También en relación a los conflictos armados, 

es importante el riesgo de transmisión al personal militar, como se ha comprobado tras la 

guerra del Golfo (Magill y col., 1994; CDC, 1992), las guerras de Iraq y Afganistán (CDC, 

2004a, 2004b) y en soldados retornados de la actual crisis en Siria (Obwaller y col., 

2018). 

 

1.2. Los flebotomos 

Los flebotomos son insectos hematófagos cuya importancia médica radica en ser 

vectores de diversos patógenos como parásitos (Leishmania sp.), bacterias (Bartonella 

sp.) o virus del género Phlebovirus (Familia Bunyaviridae) y Vesiculovirus (Familia 

Rhabdoviridae) (Depaquit y col., 2010; Maroli y col., 2013). Están descritas más de 800 

especies de flebotomos, repartidas entre el Viejo Mundo y el Nuevo Mundo. La mayoría 

de especies descritas en el Viejo Mundo se distribuyen por zonas desérticas y 

semiáridas, aunque algunas especies se encuentran en regiones peridomésticas y entran 

en contacto con poblaciones humanas (Akhoundi y col., 2016). Por otro lado, las especies 
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del Nuevo Mundo se encuentran cercanas a zonas selváticas, aunque los movimientos 

migratorios hacia zonas urbanas han modificado este patrón, encontrándose actualmente 

también en áreas periurbanas y urbanas (Sharma y Singh, 2008; Harhay y col., 2011).  

1.2.1. Identificación 

Los flebotomos son dípteros de pequeño tamaño, no superan los 3-4 mm, que se 

caracterizan por poseer un cuerpo de color variable desde tonos blanquecinos a 

prácticamente negro y cubierto por abundante 

pilosidad, antenas largas, alas pilosas 

formando un ángulo de 45º en reposo y 

presencia de una gibosidad debida al ángulo 

formado por la cabeza y el tórax (Killick-

Kendrick, 1999) (Figura 10).                           

 

Figura 10. Hembra y macho de flebotomo. Fuente: 
modificado de Bruce Alexandre 
(https://roddillon.com/dillons-sand-fly-research/). 

 

Las hembras presentan piezas bucales largas adaptadas para la ingesta de sangre, con 

mandíbulas y palpos maxilares formados por cinco segmentos. La identificación de las 

hembras se basa principalmente en el aspecto de la faringe (lisa, estriada o espinosa), en 

la armadura cibarial (número y aspecto de los dientes horizontales y verticales), en el 

arco cibarial (Figura 11), en la forma de la espermatecas (anilladas, imbricadas, en saco, 

lisas) y en el aspecto y longitud de los conductos espermáticos (Figura 12) (Feliciangeli, 

2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Morfología de la 
cabeza y de las piezas bucales 
de un flebotomo. Fuente: 
modificado de Jobling y col., 
1987; Léger y Depaquit, 1999. 

♀ 
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https://roddillon.com/dillons-sand-fly-research/
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Figura 12. Segmentos 
finales del abdomen de una 
hembra de flebotomo. 
Fuente: modificado de Léger 
y Depaquit, 1999. 

En el caso de los machos, la forma y apéndices de la genitalia constituyen los principales 

caracteres identificativos. Para su identificación se examina el número de espinas en el 

estilo, la forma del parámero, la presencia o no de mechones en el coxito, la presencia de 

setas modificadas en el lóbulo lateral, y la longitud y aspecto de los filamentos genitales 

(Figura 13) (Feliciangeli, 2006). 

 

 

 

 

Figura 13. Segmentos 
finales del abdomen de 
un macho de flebotomo. 
Fuente: modificado de 
Jobling y col., 1987. 

Además de los caracteres anteriormente mencionados, existen otras características 

morfológicas que aportan información taxonómica como la localización e intensidad de la 

pigmentación del tórax, la morfometría de las venaciones de las alas y la segmentación 

de las antenas y de las patas (Young y Duncan, 1994). 

La identificación y clasificación de los flebotomos se ha realizado tradicionalmente 

basándose en estos caracteres morfológicos mencionados. Sin embargo, con el avance 

de la biología molecular se ha desarrollado un gran número de técnicas que permiten la 

caracterización de los flebotomos a partir del análisis de ADN, como fueron en su 

comienzo las técnicas dot-blotting y Southern-Blot. Actualmente, gran parte de la 

metodología se basa en la amplificación y secuenciación de dianas génicas como los 

genes mitocondriales cytb y COI o los genes nucleares ribosomales (28S e ITS2) (Ready, 

2013; Depaquit, 2014), aunque existen otras técnicas como el genotipado por 
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microsatélites, utilizado principalmente en el estudio de poblaciones (Aransay y col., 

2003; Hamarsheh y Amro, 2011; Hamarsheh y col., 2018). Además, la mayor eficiencia, 

disponibilidad y abaratamiento de técnicas de secuenciación de nueva generación hace 

que puedan utilizarse para la identificación a gran escala de flebotomos en estudios 

entomológicos (Neal y col., 2016; Casaril y col., 2017). Por otro lado, también existen 

técnicas basadas en el análisis de perfiles proteicos como la técnica MALDI-TOF, que 

pueden ser una alternativa a las técnicas de análisis de ADN y que se presentan como 

métodos sencillos, rápidos y de bajo coste (Dvorak y col., 2014; Mathis y col., 2015; Lafri 

y col., 2016; Yssouf y col., 2016; Halada y col., 2018). 

1.2.2. Taxonomía 

Taxonómicamente, los flebotomos se ubican en el filo Arthropoda, clase Insecta, orden 

Diptera, suborden Nematocera, familia Psychodidae y subfamilia Phlebotominae. 

(Feliciangeli, 2006). Los miembros de esta subfamilia se caracterizan por poseer piezas 

bucales más largas que la cabeza, palpos divididos en cinco segmentos, mandíbulas 

desarrolladas, antenas casi cilíndricas y vena radial del ala distribuida en cinco ramas 

(OPS, 2009).  

Se diferencian dos periodos en la historia de la taxonomía de los flebotomos. En el 

primero, la distinción de los taxones se llevó a cabo principalmente observando las 

características morfológicas de las estructuras externas, como la forma de la genitalia 

externa de los machos o las venaciones de las alas. En el segundo periodo, la 

diferenciación entre flebotomos se centró en la descripción en caracteres internos, tales 

como la espermateca de las hembras, el cibario o la faringe (Adler y Theodor, 1926). 

En 1691 se llevó a cabo la primera descripción de un flebotomo (Bonanni, 1691), al que 

se denominó Culex minutus. Fue casi cien años más tarde, en 1786, cuando Scopoli 

describió Bibio papatasi. En relación con el género Phlebotomus, fue inicialmente 

nombrado por Rondani en 1843 como Flebotomus, que etimológicamente significa “que 

corta las venas”. Este término fue posteriormente corregido a su forma latina por Agassiz 

en 1848.  

La primera clasificación de flebotomos, propuesta por Lewis y col., 1977, se basa en las 

observaciones de estudios anteriores (Theodor, 1948, 1965), y subdivide los flebotomos 

del Viejo Mundo en dos géneros, Phlebotomus (Rondani) y Sergentomyia (França), y los 

flebotomos del Nuevo Mundo en tres géneros, Lutzomyia (França), Brumptomyia (França 

y Parrot) y Warileya (Hertig). Posteriormente, se incluyó el género Chinius (Leng, 1987) 

entre los flebotomos del Viejo Mundo. Sin embargo, la continua descripción de nuevas 

especies y la gran cantidad de información que las técnicas moleculares permiten 

obtener, conducen a una constante actualización como consecuencia de la dificultad en 

la reconstrucción de la historia evolutiva de estos insectos (Ready, 2013). Es por estas 

dificultades para consensuar una clasificación global de los flebotomos por lo que la 

comunidad científica ha acordado la siguiente clasificación de la familia Phlebotominae: 
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tres géneros entre los flebotomos del Viejo Mundo (Phlebotomus, 13 subgéneros; 

Sergentomyia, 10 subgéneros; y Chinius, 4 especies) y otros tres entre los flebotomos del 

Nuevo Mundo (Lutzomyia, 26 subgéneros; Brumptomyia, 24 especies; y Warileya, 6 

especies) (Lane, 1993; Young y Duncan, 1994; Akhoundi y col., 2016) (Figura 14).  

 

Figura 14. Clasificación de las especies de flebotomos del Viejo y Nuevo Mundo. Fuente: 
modificado de Akhoundi y col., 2016. 
 

Centrándonos en los flebotomos del Viejo mundo, se pueden encontrar en las regiones 

Paleoártica, Afrotopical, Oriental, Australiana y en Madagascar, y se subdividen en 13 

subgéneros: Adlerius, Anaphlebotomus, Australophlebotomus, Euphlebotomus, 

Idiophlebotomus, Kasauliuls, Larroussius, Madaphlebotomus, Paraphlebotomus, 

Phlebotomus, Spelaeophlebotomus, Synphlebotomus y Transphlebotomus. Todos los 

vectores de LC y LV en Eurasia y África pertenecen al subgénero Phlebotomus, que se 

extiende por el Mediterráneo, región Afrotropical, Oriente Medio y regiones orientales y 

centrales de Asia. En el caso del género Sergentomyia (França), se subdivide en 10 

subgéneros: Capensomyia, Grassomyia, Neophlebotomus, Parrotomyia, Parvidens, 

Rondonomyia, Sergentomyia, Sintonius, Spelaeomyia y Vattieromyia. Están ampliamente 

distribuidos por el Viejo Mundo, siendo predominantes en aquellas zonas tropicales 

donde existen pocas especies del género Phlebotomus (Akhoundi y col., 2016). Los 

flebotomos pertenecientes al género Sergentomyia son vectores de Sauroleishmania y 

tripanosomas parásitos de reptiles (Lewis, 1974), pero algunos estudios han identificado 

otras especies de Leishmania en estos flebotomos, algunas de ellas patógenas de 

humanos, lo que podría involucrarlos en la transmisión de parásitos que afectan a 
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humanos (Mutinga y col., 1994; Mukherjee y col., 1997; Campino y col., 2013; 

Kanjanopas y col., 2013; Chusri y col., 2014; Nzelu y col., 2014; Ayari y col., 2016; Bravo-

Barriga y col., 2016b; Jaouadi y col., 2015; Maia y Depaquit, 2016; Latrofa y col., 2018; 

Siripattanapipong y col., 2018). Por último, el género Chinius (Leng) incluye 4 especies: 

Chinius junlianensis, Chinius barbazani, Chinius eunicegalatiae y Chinius samarensis 

(Figura 15). 

 

 

Figura 15. Distribución de los principales géneros de flebotomos. La distribución del género 
Lutzomyia se ha considerado según Young y Duncan, 1994. Fuente: modificado de Léger y 
Depaquit , 1999. 
 

1.2.3. Métodos de muestreo de flebotomos 

El estudio de la relación flebotomo-parásito, los estudios de comportamiento del vector, 

de su taxonomía o de su ecología requieren la captura de ejemplares de flebotomos. 

Para ello se debe tener en consideración la biología del díptero, como los hábitos 

nocturnos y sitios de reposo. Existen diferentes clases de técnicas para capturar 

flebotomos, que se pueden dividir en dos grandes grupos: trampas de interceptación y 

trampas de atracción. Con las primeras se capturan ejemplares sin utilizar ninguna clase 

de atrayente, que quedan atrapados al pasar por donde se ha colocado la trampa, por lo 

que normalmente la cantidad de flebotomos capturados es menor, a excepción de 

aquellos lugares donde su densidad sea excepcionalmente alta. En cuanto a las trampas 

de atracción, se utilizan diferentes elementos para atraer a los flebotomos, como la luz, el 

dióxido de carbono (CO2), olores, animales, etc. Las diferentes técnicas de captura han 

sido ampliamente revisadas por Alexander, 2000 y Alten y col., 2015. 

A continuación se expone un resumen de los métodos para la captura de flebotomos 

adultos: 
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- Con capturador: este método permite atrapar ejemplares vivos que se encuentran 

posados sobre animales, refugios de animales o muros de viviendas. Se puede 

llevar a cabo tanto con capturadores bucales “manuales” como automáticos en los 

que se añade un motor que produce la fuerza de succión. Entre las ventajas de 

este método destacan la posibilidad de encontrar los lugares de reposo y la de 

estimar cambios en la densidad de población. Sin embargo, se trata de una 

técnica laboriosa, difícil de estandarizar y en la que los flebotomos pueden resultar 

dañados. 

- Sobre “cebo humano”: supone la captura de ejemplares posados sobre personas, 

lo que permite capturar flebotomos con comportamiento antropofílico. Los 

flebotomos deben ser capturados antes de que se alimenten, para evitar que 

puedan transmitir la leishmaniosis u otras enfermedades. Por razones éticas este 

tipo de capturas está en desuso. Otra desventaja es la variabilidad en la atracción 

que cada persona ejerce hacia el vector. 

- Trampas con animales como cebo (Disney): en este tipo de trampas se colocan 

animales dentro de una jaula, en la que quedan atrapados los flebotomos que se 

han visto atraídos por esa fuente de alimentación. Permite capturar ejemplares 

vivos, además de evaluar el poder de atracción de los animales utilizados como 

cebo. Presenta como desventajas su laboriosidad, así como la limitación del 

número de trampas que se pueden utilizar. 

- Trampas de luz: utilizan como atrayente una fuente de luz. Permite capturar los 

flebotomos vivos, aunque puede ocurrir que los ejemplares se vean dañados y 

mueran; y además es una técnica que permite la estandarización de su uso 

(Figura 16). Las primeras trampas de luz se desarrollaron en 1932 (New Jersey 

Light Traps) en las cuales los flebotomos capturados eran conducidos a 

recipientes con productos tóxicos. En el caso de que sea preciso mantener con 

vida los flebotomos, la fuente de luz se acopla a una jaula en la que quedan 

retenidos. El tipo de trampas de luz más utilizadas actualmente son las CDC Light 

Traps, cuyo primer diseño data de 1962 (Sudia y Chamberlain, 1962), que ha ido 

modificándose con posterioridad. Las trampas se deben colocar antes de la caída 

del sol y recoger al amanecer. Además, se recomienda su colocación a 1,5-2 m de 

altura y en lugares alejados de fuentes de luz artificial, para una mejor eficiencia. 

Dentro de las desventajas de este tipo de trampas están que el rango de 

actuación es limitado y que no todas las especies de flebotomos son fototrópicas. 

En cuanto a la fuente de luz, tradicionalmente se han utilizado bombillas de luz 

incandescente blanca, pero se han realizado estudios con luces de diferentes 

longitudes de onda, como luz ultravioleta (UV) y diodos emisores de luz (LED, 

Ligh-emitting diode), que han demostrado que se puede mejorar la eficiencia de 

estas trampas (Hoel y col., 2007; Cohnstaedt y col., 2008; Silva y col., 2015; 
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Gaglio y col., 2017). Por otro lado, se puede aumentar el número de ejemplares 

capturados si se combina la atracción por la luz con una fuente de CO2.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Trampa de luz tipo CDC. Fuente: Laboratorio de 
Entomología Médica (Centro Nacional de Microbiología- 
Instituto de Salud Carlos III) (LEM (CNM-ISCIII)).  

 

- Trampas de vuelo: consisten en una estructura construida con nylon o tejido 

similar, que se coloca en zonas probables de paso de los flebotomos. Cuando los 

flebotomos entran por esa estructura son conducidos a recipientes que contienen 

productos químicos, como acetato de etilo o cianuro de potasio, causándoles la 

muerte. Precisamente esta es su mayor desventaja, junto con una abundante 

captura de ejemplares dañados. 

 

- Trampas adhesivas: se trata de un método muy utilizado por su sencillez y bajo 

coste, auqnue no está bien estandarizado. Consiste en piezas de papel 

impregnadas con un compuesto fuertemente denso, como el aceite de ricino. 

Estos papeles son colocados en zonas potenciales de paso o cerca de zonas de 

reposo, quedando los flebotomos adheridos gracias a viscosidad del aceite 

(Figura 17). Las capturas se expresan como el número de flebotomos capturados 

por superficie de muestreo. Las desventajas de este tipo de trampas es que sólo 

se capturan ejemplares muertos, los cuales pueden resultar dañados al ser 

despegados del papel, dificultando la posterior identificación taxonómica de la 

especie, además de la pérdida de material. Estas trampas no se pueden utilizar en 

zonas con una humedad 

relativa alta ya que el 

aceite de ricino no es 

efectivo en tales 

condiciones. 

 

Figura 17. Trampas adhesi- 
vas colocadas a lo largo de 
una zona de muestreo. 
Fuente: LEM (CNM-ISCIII). 
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Así mismo, se ha comprobado que el tipo de trampa usada puede afectar a los 

posteriores análisis a los que se sometan los ejemplares capturados. En este sentido, 

Halada y col., 2018 han comprobado que los resultados en el análisis por MALDI-TOF de 

flebotomos capturados mediante trampas adhesivas ofrecen peores resultados que los 

capturados mediante trampas de luz.  

Para tratar de determinar los lugares de desarrollo larvario existen dos métodos: trampas 

de emergencia (Figura 18) y el examen de muestras de suelo. Las trampas de 

emergencia se colocan en potenciales lugares de reposo para comprobar si se capturan 

adultos recién emergidos. Esto se puede saber gracias a que los machos recién 

emergidos presentan la genitalia sin rotar a su posición definitiva. En el caso del examen 

de suelo, la técnica se basa en el método de flotación utilizando una solución saturada de 

azúcar (McCombie-Young y Brendish, 1926), en el cual la muestra de suelo se mezcla 

con agua y se desecha el sobrenadante. La otra parte se mezcla con una solución 

saturada azucarada, en la cual las larvas de 

flebotomo flotan y se pueden recoger. 

Ambos tipos de trampas son muy 

laboriosos, lo que junto a la dificultad de 

reconocer los lugares de cría de los 

flebotomos, hace que este tipo de trampas 

sean poco utilizadas.  

Figura 18. Trampa de emergencia para la 
captura de flebotomos adultos recién emergidos 
fijada al suelo en la que se dispone una fina tela 
que evite que los flebotomos escapen. Está 
protegida con una cubierta que la preserva de la 
acción del sol y la lluvia. Fuente: modificado de 
Casanova y col., 2013. 

 

1.2.4. Control del vector 

La finalidad última de un programa de control vectorial es la interrupción de la transmisión 

de una enfermedad desde el vector a la población susceptible. En el caso de las 

enfermedades transmitidas por flebotomos, para poder llevar a cabo el control de la 

población de estos dípteros en una región es imprescindible conocer de qué especies 

está compuesta esa población, cual o cuales pueden intervenir en la transmisión del 

patógeno, así como el comportamiento de las mismas, su grado de exofilia-endofilia, su 

relación con el ambiente, su estacionalidad, rango de vuelo, zonas de reposo, etc. 

También es importante conocer los reservorios potenciales presentes, si los flebotomos 

presentan preferencias alimentarias oportunistas o si tienen tendencia a alimentarse 

sobre un vertebrado en concreto, incluido el humano (Warburg y Faiman, 2011). Ya que 

las características entre diferentes regiones pueden ser muy variables, es necesario 

realizar estudios específicos en aquellas áreas afectadas, puesto que las medidas 

implementadas en una zona pueden no ser efectivas en otras. De esta manera, existen 
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distintos tipos de métodos que se pueden llevar a cabo como son el uso de productos 

químicos, medidas de tipo medioambiental o la utilización de medidas de protección 

personal. Lo recomendable es el uso combinado de estas metodologías, realizando una 

estrategia integrada del control del vector o vectores a partir de una planificación previa 

en la que se haya llevado a cabo una evaluación de la ecología de la región, un 

planteamiento de los objetivos y de los métodos para alcanzarlos, junto con un plan de 

seguimiento y evaluación con el fin de optimizar los recursos disponibles (Killick-Kendrick, 

1990a; OMS, 2010; Ejov y Dagne, 2014). 

El uso de productos químicos para el control de flebotomos engloba diferentes 

estrategias (Alexander y Maroli, 2003): aplicación de insecticidas de acción residual (Kelly 

y col., 1997; Kishore y col., 2006; Das y col., 2010), utilización de mallas tratadas con 

insecticidas (ITNs, insecticide-treated nets; LLINs, long-lasting insecticidal nets) (Majori y 

col., 1989; Alexander y col., 1995; Dinesh y col., 2008; Picado y col., 2010), uso de 

repelentes químicos, directamente sobre la piel o sobre la ropa de las personas (Schreck 

y col., 1982; Fossati y Maroli, 1986; Warburg y Faiman, 2011), sobre perros y gatos a 

través de collares impregnados con productos como la deltametrina o con productos de 

aplicación directa sobre la piel del animal mediante pipetas (Killick-Kendrick y col., 1997; 

Lucientes, 1999; Solano-Gallego y col., 2011; Brianti y col., 2017). Otra alternativa es la 

utilización de pesticidas orales como el ácido bórico junto con zumo de frutas, azúcar y 

agua conformando los denominados cebos de azúcar tóxico (ATSB, attractive toxic sugar 

baits) que se diseminan por plantas, vallas o muros (Müller y col., 2008; Müller y Schlein, 

2011; Qualls y col., 2015; Saghafipour y col., 2017). 

Por otro lado, la gestión medioambiental tiene como finalidad la reducción de poblaciones 

de flebotomos mediante intervenciones sobre los nichos ecológicos. Algunas medidas 

consisten en la destrucción de madrigueras y la eliminación de vegetación, escombreras 

o vertederos que puedan servir de zona de cría y reposo (Dhiman, 1995). También se 

contemplan medidas de control de los potenciales reservorios a través de la reducción de 

la población mediante su eliminación o destruyendo sus lugares de cría (Yaghoobi-

Ershadi, 2016). 

Por último, también existen medidas de control biológico, mucho menos utilizadas debido 

a la falta de información sobre su efectividad y a que están destinadas mayoritariamente 

a los estadios larvarios. Por ejemplo, se ha demostrado la efectividad de Bacillus 

thurigiensis y Bacillus sphaericus sobre las larvas de flebotomo en experimentos de 

laboratorio, pero la falta de información sobre las zonas de cría sobre el terreno dificultan 

su aplicación (Robert y col., 1998; Wermelinger y col., 2000).  
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1.2.5. Biología del flebotomo 

1.2.5.1. Ciclo de vida 

Los flebotomos se incluyen dentro de los insectos holometábolos ya que presentan 

metamorfosis completa. En concreto, el ciclo de vida de estos dípteros está constituido 

por la fase de huevo, 4 estadios larvarios, la pupa y, finalmente, el adulto (Figura 19). Los 

huevos de los flebotomos presentan una forma elíptica con patrones de estrías y dibujos 

geométricos en el exocorion. La coloración es inicialmente blanquecina, para luego 

adquirir un tono oscuro entre marrón y negro. La larva emerge a los 7-10 días desde la 

ingestión de sangre, y su desarrollo hasta el estado de pupa se prolonga alrededor de 3 

semanas (Killick-Kendrick, 1999). El tamaño de los estadios larvarios varía desde los 0,55 

mm de la larva L1 hasta 3,2 mm de la L4. El primer estadio normalmente presenta dos 

setas caudales, y a partir del segundo estadio se pueden distinguir 4 setas (Claborn, 

2010). Unos días antes de la pupación, la larva de cuarto estadio se inmoviliza y fija al 

substrato por los segmentos terminales, transformándose en una pupa sésil que dará 

lugar a la forma adulta en un periodo aproximado de 10 días, dependiendo de las 

condiciones ambientales. En general, emergen los machos antes que las hembras 

(Feliciangeli, 2006).  

 

Figura 19. Ciclo de vida de los flebotomos. Fuente: modificado de Léger y Depaquit, 1999; LEM 
(CNM-ISCIII); imagen central: página web de la Universidad de Liverpool 
(http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle__habitats.htm). 

http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle__habitats.htm
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La duración del ciclo de vida de los flebotomos varía en las diferentes especies y en 

función de los factores ambientales, pero se estima que el promedio de tiempo desde la 

puesta hasta que emerge el adulto es de 1 mes y medio a 2 meses. Existen especies de 

flebotomos que sufren diapausa: en zonas paleoárticas el desarrollo se detiene en el 

cuarto estadio larvario, mientras que en aquellas especies de zonas más templadas y 

húmedas la diapausa se puede dar en la fase de huevo (Trouillet y Vattier-Bernard, 1979; 

Killick-Kendrick y Killick-Kendrick, 1987; Schlein y col., 1990). 

1.2.5.2. Apareamiento y oviposición 

El apareamiento de los flebotomos puede tener lugar antes, durante o después de la 

ingesta de sangre por parte de las hembras, dependiendo de la especie (Figura 20) 

(Killick-Kendrick, 1999). Algunas hembras poseen ciclos gonotróficos concordantes, es 

decir, los ovarios se desarrollan con una ingesta de sangre y no necesitan volver a tomar 

sangre hasta haber puesto los huevos (P. perniciosus, Phlebotomus ariasi, Phlebotomus 

orientalis); mientras que otras hembras presentan ciclos gonotróficos discordantes, en los 

que no hay relación entre la ingesta de sangre y el desarrollo de huevos y pueden realizar 

varias ingestas de sangre a lo largo de un mismo ciclo gonotrófico, como puede suceder 

en Lutzomyia longipalpis o Phlebotomus argentipes (OMS, 2010). Así mismo se han 

descrito algunas especies que pueden 

ser autógenas, como Phlebotomus 

papatasi (El-Kammah, 1973) que puede 

poner huevos sin haberse alimentado de 

sangre, y una especie del Nuevo Mundo 

(Lutzomyia mamedei) que presenta 

tanto autogenia como partenogénesis 

(Oliveira y col., 1994).  

Figura 20. Apareamiento de P. perniciosus. 
Fuente: LEM (CNM-ISCIII). 

La oviposición tiene lugar en ecosistemas terrestres, pero la información sobre los 

lugares de cría naturales de los flebotomos es escasa. Tan sólo se conoce que deben 

aportar la materia orgánica, calor y humedad necesarios para el correcto desarrollo de las 

larvas. Entre los posibles lugares se pueden encontrar una gran variedad de hábitats 

(domésticos, peridomésticos o silvestres), entre los que se han descrito madrigueras, 

mechinales, troncos de árboles viejos, edificios en ruinas, grietas de paredes, refugios de 

animales o restos de basura (Feliciangeli, 2004). Algunos estudios señalan que los sitios 

de puesta son escogidos por las hembras atraídas por ciertos componentes del sustrato e 

incluso por feromonas emitidas por huevos de la misma especie (Dougherty y col., 1994). 

En el caso de P. argentipes se ha visto que las hembras se ven atraídas por el olor de 

sustancias orgánicas remanentes de restos de ejemplares muertos, huevos no 

eclosionados y comida de las larvas que contiene restos de heces (Kumar y col., 2013). 
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1.2.5.3. Sitios de reposo 

Los flebotomos son muy susceptibles a la falta de humedad, por lo que la mayoría de las 

especies son nocturnas o crepusculares. Por ello, deben buscar lugares de reposo con 

las condiciones adecuadas en los que pasar el tiempo que permanecen inactivos 

(Claborn, 2010). Los lugares de reposo más comunes suelen ser templados y húmedos 

como cuevas, grietas en paredes y suelos, vegetación densa, madrigueras de animales o 

termiteros. Aquellas especies que sean endofílicas se podrán encontrar en el interior de 

edificios (OMS, 2010). Sin embargo, estos hábitos dependen también de la presencia y 

abundancia de hospedadores y de la idoneidad de los inmuebles que haya en las 

inmediaciones (Lewis, 1974). Los sitios de reposo no siempre se diferencian de los 

lugares donde las hembras ponen los huevos y se desarrollan las larvas (Killick-Kendrick, 

1999). 

1.2.5.4. Rango de vuelo 

Los flebotomos presentan un movimiento muy característico en el que se van 

desplazando a pequeños saltos. Son silenciosos y su rango de vuelo es relativamente 

corto, comparado con otros insectos como los culícidos (OMS, 2010). La velocidad de 

vuelo calculada mediante estudios en túnel de viento se estima en alrededor de 1 m/s 

(Killick-Kendrick y col., 1986). A pesar de que su rango de dispersión se supone muy 

limitado por estas características, mediante experimentos de captura-marcaje-recaptura 

se ha visto que P. ariasi llega a desplazarse hasta 2 km (Killick-Kendrick y col., 1984). 

1.2.6. Alimentación 

Tanto hembras como machos se alimentan de azúcares de plantas y de áfidos que 

almacenan en el divertículo esofágico. Estas sutancias además de servir como fuente de 

energía, parecen tener un papel importante en el desarrollo de los parásitos en el tubo 

digestivo de los flebotomos (Cameron y col., 1995; OMS, 2010). En un principio, una 

pequeña cantidad de los azúcares ingeridos pasa hacia el estómago a través de la 

válvula estomodeal (VE), la cual se cierra debido a la presencia de unos 

quimiorreceptores en la unión del esófago con la VE que reaccionan promoviendo su 

cierre (Figura 21). Mediante este mecanismo los azúcares son dirigidos al divertículo, 

donde se almacenan para luego ser trasvasados al estómago en pequeñas cantidades, 

dependiendo de los requerimientos energéticos del flebotomo (Tang y Ward, 1998). 

Ocasionalmente se ha descrito la presencia de sangre en el abdomen de los machos, 

pero se asume que ha sido ingerida de heridas abiertas puesto que el aparato bucal de 

los machos no está lo suficientemente desarrollado para la laceración de tejidos (Adler y 

Theodor, 1926).  

Las hembras, además de ingerir azúcares, se alimentan de sangre, ya que salvo en 

algunas especies (apartado 1.2.5.2), es necesaria para el desarrollo de los huevos (OMS, 

2010).  
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Figura 21. Representación (A) 
y fotografía (B) del tubo 
digestivo de un flebotomo. 
Fuente: esquema modificado 
de Jobling y col., 1987; 
fotografía, LEM (CNM, ISCIII). 

Los flebotomos son insectos telmófagos, es decir, para poder alimentarse de sangre las 

hembras laceran la piel del animal utilizando sus mandíbulas, provocando una pequeña 

acumulación de sangre de la cual se alimentan. Esta laceración es posible gracias a las 

estructuras que conforman el aparato bucal (mandíbulas, maxilas, labro y labio) (ver 

Figura 11), que actúan como una sierra, principalmente las maxilas al poseer un mayor 

rango de movimiento que el resto. La mandíbula, por otro lado, penetra y ensancha la 

herida. De esta manera, la sangre de los capilares escapa y puede ser ingerida a través 

de un sistema de bombeo por presión negativa, mediante rápidos movimientos y 

contracciones de los músculos del aparato bucal (Adler y Theodor, 1926; Krenn y Aspöck, 

2012). Para evitar la coagulación de la sangre los flebotomos secretan diferentes 

compuestos en la saliva como sustancias anticoagulantes, vasodilatadoras e 

inmunomoduladoras (Léger y Depaquit, 1999). Desde el momento de la picadura hasta 

que la sangre comienza a ser ingerida hay un intervalo de unos 15 a 30 segundos. En 

ese momento, cuando las hembras infectadas por Leishmania spp. se están alimentando, 

los parásitos pueden penetrar en la herida realizada por el flebotomo, puesto que 

después, cuando la sangre comienza a penetrar en la cavidad bucal, la presión negativa 

impedirá el paso de los promastigotes (Adler y Theodor, 1926). Una vez la sangre ha 

llegado a la cavidad bucal, es conducida a través del esófago hasta el estómago, donde 

es almacenada. Con el fin de aislar y protegerse de 

posibles agentes infecciosos, las células epiteliales 

del estómago secretan una membrana peritrófica 

(MP), que rodea y encierra la sangre ingerida, en 

cuyo interior tiene lugar la digestión de la sangre 

(Figura 22) (Lehane, 1997; Warburg, 2008).  

Figura 22. Estómago de flebotomo en el que se observa 
la sangre ingerida rodeada por la MP. Fuente: modificado 
de Sadlova y Volf (Vdorak y col., 2018).  

A B 
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La búsqueda de las fuentes de alimentación es una actividad que se efectúa 

generalmente en horas crepusculares y nocturnas. Los flebotomos se ven atraídos por el 

CO2 que desprenden los animales, por su temperatura, así como por ciertos olores que 

emiten; pero también influye el comportamiento de los posibles hospedadores y la 

actividad de estos. Algunas especies de flebotomos son más estrictas a la hora de 

escoger su fuente de alimentación, sin embargo, existen especies que presentan un 

amplio rango de potenciales hospedadores y se alimentan de aquellos animales que 

estén más accesibles, lo que se define como comportamiento oportunista. Es el caso de 

algunos flebotomos, como P. perniciosus o Lutzomyia pseudolongipalpis, en los cuales 

los estudios de preferencias alimentarias encuentran una gran diversidad de fuentes 

(Morrison y col., 1993; Agrela y col., 2002; Bongiorno y col., 2003; Rossi y col., 2008; 

Maia y col., 2015; González y col., 2017). Así 

mismo, es usual que las hembras de algunas 

especies se alimenten preferentemente en 

zonas de los animales con pelo corto o sin 

pelo, como pueden ser las orejas y las patas 

de roedores, cánidos y lagomorfos (Figura 

23) (Rossi y col., 2008; Ready, 2013). 

 

Figura 23. Hembras de P. perniciosus 
alimentándose sobre un conejo. Fuente: 
modificado de Jiménez y col., 2014. 

 

1.2.7. El parásito en el vector 

Dependiendo de la región del tubo digestivo de los flebotomos donde se desarrollen los 

promastigotes se distinguen tres grupos: Hipopilaria, aquellas especies que se 

desarrollan sólo en el tubo digestivo posterior y que corresponde mayoritariamente a las 

especies del género Sauroleishmania que infectan a reptiles; Peripilaria, engloba aquellas 

especies que se desarrollan en la parte anterior del tubo digestivo posterior y luego 

migran hacia la parte anterior del tubo digestivo medio, en este grupo se incluyen las 

especies del subgénero Viannia; y Suprapilaria, en el que los parásitos se desarrollan 

sólo en la parte media y anterior del tubo digestivo medio, grupo en el que se incluyen las 

especies del subgénero Leishmania (Figura 24) (Lainson y col., 1979). 

 

 

Figura 24. Representación de los tres grupos de Leishmania según el lugar de desarrollo del 

parásito dentro del tubo digestivo del flebotomo. Fuente: modificado de Kaufer y col., 2017. 
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1.2.7.1. Metaciclogénesis y transmisión del parásito 

Las primeras evidencias de que el parásito es transmitido a través de la picadura de las 

hembras de flebotomo fueron halladas en la primera mitad del siglo XX (Shortt y col., 

1931; Adler y Ber, 1941) y ya entonces se sospechaba que existía un forma infectiva 

responsable de esta transmisión. Pero hasta la década de 1980 no se describió el 

desarrollo de un estadio infectivo dentro del aparato digestivo de los flebotomos (Sacks y 

Perkins, 1984, 1985). El ciclo que sufre el parásito dentro del aparato digestivo de la 

hembra del flebotomo desde que es ingerido, cuando ésta se alimenta de un reservorio 

infectado, hasta que se convierte en la forma infectiva, que podrá ser transmitida a un 

nuevo reservorio se conoce como metaciclogénesis (Figura 25). Los cambios fisiológicos 

como la disminución de la temperatura y el aumento del pH que ocurren tras el paso 

desde el vertebrado al interior del tubo digestivo del flebotomo desencadenan la 

transformación y el posible desarrollo del parásito en el vector. El ciclo comienza cuando 

los amastigotes presentes en el interior de las células sanguíneas, ingeridos con la 

sangre, se liberan tras la digestión enzimática de estas células y se transforman en 

formas con un flagelo corto denominadas promastigotes procíclicos. Este estadio es la 

primera forma replicativa que prolifera dentro de la sangre todavía en proceso de 

digestión, rodeada por la MP (Bates y Rogers, 2004; Kamhawi, 2006). Tras 48-72 h, los 

promastigotes procíclicos comienzan a diferenciarse en formas más alargadas y con 

flagelo de mayor longitud, denominadas nectomonas, las cuales consiguen evitar ser 

excretadas con los restos de sangre digeridos mediante su unión al tubo digestivo a 

través de la producción de una clase de lipofosfoglicano (LPG) propia de esta forma del 

parásito, el cual es reconocido por unos receptores presentes en el tubo digestivo del 

flebotomo (Sacks y col., 2000; Ilg, 2001; Kamhawi, 2006). Posteriormente, las 

nectomonas se liberan de la MP y se desplazan hacia zonas anteriores del tubo digestivo. 

Aquí se transforman en formas más cortas, llamadas leptomonas, las cuales comienzan 

un nuevo ciclo proliferativo. Estas leptomonas localizadas en la parte anterior del tubo 

digestivo, comienzan a secretar un gel (PSG, promastigote secretory gel) que acaba 

produciendo un tapón que bloquea la VE. Finalmente, las leptomonas siguen dos rutas: 

por un lado se pueden diferenciar en haptomonas, que se quedan adheridas a la pared 

del tubo formando agrupaciones que contribuyen al taponamiento de la VE, o se pueden 

diferenciar en promastigotes metacíclicos, que son las formas infectivas y que se 

caracterizan por su alta motilidad, no ser formas replicativas y poseer un largo flagelo que 

duplica el tamaño de la célula y que serán inoculadas tras una nueva ingesta de sangre 

por parte de la hembra del flebotomo (Sacks y Perkins, 1985; Bates, 2007). Estos 

promastigotes metacíclicos expresan un LPG modificado que evita su anclaje al epitelio 

intestinal, asegurando su disponibilidad para la transmisión por parte de la hembra de 

flebotomo (Sacks y Kamhawi, 2001; Bates y Rogers, 2004). Además, estas formas 

parasitarias poseen cualidades necesarias para sobrevivir tras ser inoculadas en el 

mamífero, como la resistencia a la lisis mediada por complemento, una mayor facilidad de 

infectar las células fagocitarias del animal ya que producen una clase de LPG y de 
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proteínas fosfoglicosiladas implicadas en la unión del promastigote a los macrófagos 

(Bates y Tetley, 1993; Handman y Bullen, 2002).  

 

 

Figura 25. Desarrollo de Leishmania dentro del aparato digestivo de un flebotomo. Tras la ingesta 
de células infectadas con amastigotes de Leishmania a partir de un hospedador infectado, estos 
amastigotes se diferencian en promastigotes procíclicos (1-2), los cuales se multiplican. Estos 
promastigotes procíclicos se convierten en nectomonas, que escapan de la membrana peritrófica y 
se adhieren a las microvellosidades en el tubo digestivo medio (3-4) antes de pasar a la parte 
anterior del tubo digestivo y llegar a la VE, donde se diferencian en leptomonas (5-6). Aquí, las 
leptomonas se diferencian en haptomonas, que se unen a la VE, o en promastigotes metacíclicos 
que son la forma infectiva para los mamíferos y que se transmiten cuando la hembra del flebotomo 
vuelve a ingerir sangre de un hospedador vertebrado (6-7). Am: amastigotes; Le: leptomonas; Ne: 
nectomonas; Ha: haptomonas; Me: promastigotes metacíclicos; PSG: gel secretado por 
promastigotes leptomonas. Fuente: Bates, 2007; Sunter y Gull, 2017. 

 

En un estudio reciente se ha observado que tras una segunda ingesta de sangre un alto 

porcentaje de promastigotes metacíclicos parecen retornar a la forma de leptomona. 

Estas formas, denominadas retroleptomonas, sufrirían un nuevo ciclo de replicación para 

posteriormente volver a diferenciarse en promastigotes metacíclicos (Serafim y col., 

2018) (Figura 26). Este mismo estudio también describe que en aquellas hembras de 

flebotomo que ingieren sangre por segunda vez, tras una primera ingesta infectiva, las 

haptomonas forman agrupaciones concéntricas de mayor tamaño que en aquellas 

hembras que sólo han ingerido sangre una sola vez. Estas agrupaciones actuarían 

conjuntamente con el PSG en el bloqueo de la VE (Walters, 1993; Sacks y Perkins, 1985; 

Gossage y col., 2003; Kamhawi, 2006; Bates, 2007; Dostálová y Volf, 2012). Así mismo, 

Moraes y col., 2018 han observado en sus experimentos que la carga parasitaria es 

mayor en aquellas hembras que han realizado una segunda ingesta de sangre y que la 

VE presenta mayor dilatación que en aquellas hembras que solo han tomado sangre una 

vez, aunque estas diferencias no llegan a ser estadísticamente significativas. 
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Figura 26. Esquema propuesto por Serafim y col., 2018 en el que las ingestas de sangre 
posteriores a una primera ingesta infectiva promueven el establecimiento de Leishmania al 
desencadenar la diferenciación inversa de los promastigotes metacíclicos en retroleptomonas 
multiplicativas que amplifican la carga parasitaria en el tubo digestivo del flebotomo. Fuente: 
modificado de Serafim y col., 2018. 

 

Este proceso de metaciclogénesis que tiene lugar en el interior del tubo digestivo de los 

flebotomos necesita de mecanismos que eviten la eliminación del parásito junto con los 

restos de sangre digerida. Para ello, los promastigotes insertan el flagelo en las 

microvellosidades del epitelio digestivo del flebotomo, anclándose y evitando así su 

expulsión durante la eliminación de la sangre digerida. No se han esclarecido 

exactamente los mecanismos de esta unión, aunque parecen ser específicos de los 

estadios medios, nectomonas y leptomonas, estando ausentes en promastigotes 

procíclicos y metacíclicos, los cuales serían estadios libres (Wilson y col., 2010). Estos 

mecanismos de unión entre los promastigotes y el epitelio digestivo de los flebotomos 

parecen diferir entre las especies de Leishmania y son fundamentales para la descripción 

de la competencia vectorial de una especie de flebotomo (apartado 1.2.7.3) (Volf y 

Myskova, 2007). 

Para que la transmisión de los promastigotes metacíclicos tenga lugar se han descrito 

dos posibles mecanismos. Por un lado, las formas infectivas serían inoculadas en la piel 

del animal durante la ingesta de sangre por parte de las hembras de flebotomo (Adler y 

Theodor, 1935). Por otro lado, los promastigotes presentes en la VE serían regurgitados 

en un proceso de reflujo en el momento de la ingesta de sangre (Rogers y col., 2004). 

Este proceso de regurgitación de los promastigotes sería consecuencia del bloqueo de la 

parte anterior del tubo digestivo y/o de la VE debido a la secreción de PSG por parte de 

las haptomonas, que se compone mayoritariamente de proteofosfoglicano filamentoso 

(fPPG, filamentous proteophosphoglycan), y a la formación de agrupaciones concéntricas 

de estas formas flageladas (Rogers y col., 2004; Kamhawi, 2006). En este proceso 
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también intervienen unas enzimas secretadas por las haptomonas, las quitinasas, que 

dañan el epitelio de la VE (Rogers y col., 2008). Estos mecanismos parecen intervenir en 

el comportamiento del flebotomo a la hora de alimentarse, ya que el bloqueo producido 

en la VE interfiere en la ingesta de sangre, provocando que el flebotomo deba realizar un 

repetido número de intentos para alimentarse, ya sea sobre un mismo reservorio o sobre 

varios. Así, el flebotomo infectado puede inocular una mayor carga parasitaria y transmitir 

el parásito a un mayor número de hospedadores (Rogers y Bates, 2007). 

Además de los mecanismos inherentes del parásito para su desarrollo y supervivencia 

dentro del tubo digestivo del flebotomo, existen indicios de que la microbiota presente en 

su aparato digestivo es fundamental para que el parásito pueda sobrevivir y ser 

transmitido. Estudios en los que se alteró la microbiota de hembras de flebotomo 

experimentalmente infectadas mediante la administración de antibióticos, han 

demostrado que el parásito no era capaz de multiplicarse y llevar a cabo el proceso de 

metaciclogénesis y, por lo tanto, no tenía lugar la transmisión a un nuevo hospedador 

vertebrado (Kelly y col., 2017). 

1.2.7.2. Incriminación de los flebotomos como vectores 

Están descritas cerca de 800 especies de flebotomos, 464 de ellas en el Nuevo Mundo y 

375 en el Viejo Mundo. De todas ellas, 78 son vectores probados de alguna especie de 

Leishmania y otras 88 son actualmente sospechosas de poder serlo (Akhoundi y col., 

2016). El proceso de incriminación de una especie de flebotomo como vector es un 

proceso lento en el que se deben cumplir varios criterios, enumerados a continuación. 

Los 5 primeros se consideran los criterios clásicos (Killick-Kendrick, 1990b; OMS, 2010), 

mientras que los 3 últimos se han incorporado más recientemente tras el desarrollo de 

nuevas tecnologías, basados en datos epidemiológicos y modelos matemáticos (Ready, 

2013): 

- El flebotomo debe ser antropófilo. Para comprobarlo, se pueden realizar capturas 

utilizando cebo humano, aunque esta técnica es éticamente cuestionable 

actualmente. Otra forma de comprobar si el flebotomo presenta apetencia por el 

humano es estudiar el origen de la sangre ingerida. 

 

- En el caso de las zoonosis, el flebotomo debe alimentarse de los reservorios. La 

confirmación de que un flebotomo se alimenta de un reservorio es una buena 

prueba de su actuación como vector. Para determinar las preferencias 

alimentarias de una población de flebotomos se pueden realizar capturas 

mediante trampas tipo Disney, que son útiles para animales pequeños, mientras 

que para animales mayores se utilizan trampas tipo tienda. Igualmente útil es la 

identificación de la sangre ingerida por las hembras capturadas. 

 

- Se debe encontrar la misma especie de Leishmania infectando al flebotomo y al 

reservorio, ya sea humano u otro vertebrado. Para ello es necesario encontrar e 
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identificar los parásitos en el tubo digestivo del flebotomo y compararlos con los 

aislados en los reservorios infectados. El protocolo habitual consiste en disecar las 

hembras de los flebotomos e identificar los parásitos presentes en el tubo 

digestivo anterior. A continuación, se comparan mediante análisis bioquímico o 

molecular los parásitos aislados de los flebotomos con los aislados en seres 

humanos u otros animales infectados con el parásito.  

- El parásito debe poder desarrollarse y evolucionar a las formas infectivas dentro 

del aparato digestivo del flebotomo, persistiendo incluso después de que la sangre 

se haya digerido y expulsado. Para comprobar esto se puede analizar la 

intensidad de la infección mediante la disección de hembras capturadas vivas y su 

examen bajo microscopio de contraste de fases, realizando la determinación de la 

carga parasitaria a través de qPCRs o llevando a cabo la infección experimental 

de colonias de flebotomos mantenidas en el laboratorio.  

- El flebotomo debe ser capaz de transmitir el parásito al hospedador cuando se 

alimenta de él. La verificación experimental de este criterio es compleja ya que, 

por un lado, algunas especies de flebotomos son difíciles de mantener en un 

laboratorio, y por otro lado, las hembras raramente sobreviven a la oviposición en 

condiciones experimentales, por lo que no es posible que realicen una segunda 

alimentación que permita comprobar tal transmisión.  

- Se debe demostrar una estrecha relación ecológica entre el flebotomo, el 

hospedador vertebrado y el parásito. 

- Demostrar mediante modelos matemáticos que utilizan datos retrospectivos que el 

flebotomo es esencial para la transmisión del parásito.  

- Probar mediante modelos matemáticos basados en un plan de control que la 

incidencia de la enfermedad disminuye al producirse un descenso en la densidad 

del flebotomo. 

De todos estos criterios, se consideran imprescindibles: demostrar que la especie de 

flebotomo sospechosa de ser transmisora se alimente del hospedador en la naturaleza y 

encontrar el mismo parásito dentro del flebotomo y del animal infectado (Killick-Kendrick, 

1999). 

1.2.7.3. Competencia vectorial 

Los flebotomos se pueden dividir en dos grupos atendiendo a si son capaces de actuar 

como vectores de diferentes especies de Leishmania (vectores permisivos), o si 

solamente pueden ser vectores de una sola especie (vectores específicos). Entre los 

flebotomos específicos se encuentran P. papatasi y Phlebotomus sergenti, que solamente 

son capaces de transmitir Leishmania major (Killick-Kendrick y col., 1994; Pimenta y col., 

1994) y L. tropica (Killick-Kendrick, 1995; Kamhawi y col., 2000), respectivamente. Por 
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otro lado, entre las especies de flebotomos que son capaces de transmitir varias especies 

de Leishmania se encuentran las especies transmisoras de parásitos del complejo L. 

donovani (Walters y col., 1993; Pimenta y col., 1994; Volf y Myskova, 2007). Las 

principales barreras que existen para el desarrollo completo de los parásitos dentro del 

aparato digestivo del flebotomo son las siguientes, según Sacks y Kamhawi, 2001: 

- La acción de las enzimas digestivas, que pueden inhibir el desarrollo inicial del 

parásito tras la ingesta de sangre. 

- La MP, que puede actuar como barrera física que impide la migración de los 

promastigotes. 

- La excreción de parásitos con la sangre digerida, que puede derivar en una 

pérdida de poder infectivo. 

- La anatomía y fisiología de la parte anterior del tubo digestivo del flebotomo, que 

puede impedir la migración de los promastigotes metacíclicos y su transmisión 

durante la ingesta de sangre  

Para que el correcto establecimiento y desarrollo del parásito en el interior del flebotomo 

tenga lugar se han identificado diversas interacciones entre ambos a nivel molecular. Por 

ejemplo, en la unión específica de L. major en P. papatasi se han identificado 

modificaciones en el LPG de la superficie del parásito (Pimenta y col., 1992; Butcher y 

col., 1996; Kamhawi, 2006) que se une a un receptor específico PpGalec en el tubo 

digestivo (Kamhawi y col., 2004; Kamhawi, 2006). Por otro lado, en los flebotomos 

permisivos se ha comprobado la presencia de otro tipo de receptores en el epitelio del 

tubo digestivo que parecen ser los encargados de la unión a las diferentes especies de 

Leishmania. Estos receptores están formados por proteínas o-glicosiladas con epítopos 

de n-acetilgalactosamina (GalNac) (Myskova y col., 2007; Volf y Myskova, 2007). 

 

1.3. Detección de Leishmania spp. y otros tripanosomátidos en flebotomos 

La visualización de los promastigotes de Leishmania en el tubo digestivo de las hembras 

de flebotomo es esencial para la incriminación de una determinada especie como vector 

del parásito en una región concreta. Así mismo, es posible detectar la presencia de otros 

tripanosomátidos diferentes a Leishmania. Sin embargo, la mera presencia de estos 

parásitos en el tubo digestivo no implica automáticamente su papel como vector, puesto 

que también debe probarse su capacidad transmisora, tal como se expone en el apartado 

1.2.7.2. A continuación se describen los diferentes procedimientos para la detección e 

identificación de Leishmania y otros tripanosomátidos en hembras de flebotomos 

infectadas. 
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1.3.1. Visualización de promastigotes mediante disección del tubo digestivo 

La disección se realiza en hembras anestesiadas, normalmente utilizando CO2, que se 

disponen sobre una gota de tampón fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline). Con 

ayuda de agujas entomológicas estériles se extrae el tubo digestivo fuera del abdomen 

para luego ser examinado en un microscopio con contraste de fases (ver apartado 3.3 

para más detalle) (Rioux y col., 1984). Esto permite detectar la presencia de 

promastigotes, así como la estimación semicuantitativa del número de parásitos y, sobre 

todo, permite su localización dentro del tubo digestivo (Myskova y col., 2008). Este último 

punto es fundamental porque la presencia de formas parasitarias en la VE es un 

indicador de su capacidad vectorial (Killick-Kendrick, 1990a). Otra ventaja importante de 

este procedimiento es la posibilidad de aislar y cultivar los promastigotes para su 

posterior caracterización, aunque existe un alto riesgo de contaminación por hongos y/o 

bacterias. Sin embargo, a pesar de la gran utilidad de esta técnica en los estudios 

entomológicos, es una técnica muy laboriosa que consume mucho tiempo debido a que 

se deben manipular un elevado número de especímenes, que deben estar vivos. 

Además, se necesita personal altamente cualificado, tanto para llevar a cabo la disección 

de los flebotomos como para la visualización de los promastigotes en el tubo digestivo 

(Sharma y Singh, 2008).  

En diversos países de la cuenca mediterránea se ha llevado a cabo el estudio de las 

tasas de infección en flebotomos, arrojando importante información sobre el porcentaje 

de flebotomos infectados y el riesgo de transmisión existente en las diferentes regiones. 

Es el caso de países como Israel (Svobodova y col., 2006), Turquía (Svobodová y col., 

2009; Sari y col., 2015; Kavur y col., 2015, 2017; Özbel y col., 2016;), Albania (Velo y col., 

2017), Georgia (Giorgobiani y col., 2012), Italia (Maroli y col., 1987, 1988; Rossi y col., 

2008), Francia (Rioux y col., 1973, 1984) y Portugal (Pires, 1984; Alves-Pires y col., 

2001). En España la transmisión de L. infantum por parte de P. ariasi y P. perniciosus fue 

determinada mediante la observación del parásito en flebotomos capturados en Cataluña 

en primer lugar (Rioux y col., 1986) y posteriormente en Zaragoza (Lucientes-Curdi y col., 

1988). Así mismo, otros estudios entomológicos llevados a cabo en nuestro país 

mediante disección han descrito tasas de infección de 0,27%-4,59% (Rioux y col., 1986; 

Morillas-Márquez y col., 1991; Martín-Sánchez y col., 1994, 2006). 

La disección de hembras de flebotomo ha suscitado también la sospecha de la 

implicación de algunas especies en la transmisión de tripanosomátidos diferentes a 

Leishmania al observarse su presencia en su tubo digestivo (Anderson y Ayala, 1968; 

Zeledón y Rosabal, 1969; Gramiccia y col., 1989; col., 2010; Calzolari y col., 2018). 

Por otro lado, para la caracterización de los parásitos detectados mediante disección, se 

ha utilizado tradicionalmente la técnica de referencia de caracterización de Leishmania: 

MLEE (apartado 1.1.3) (Maroli y col., 1987, 1988; Rioux y col., 1973, 1984a, 1984b; 

Martín-Sánchez y col., 1994, 2006; Guilvard y col., 1996; Tabbabi y col., 2011). Sin 

embargo, como ya se ha señalado (apartado 1.1.3), esta técnica presenta diversas 
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dificultades e inconvenientes, por lo que se han desarrollado nuevas técnicas, que se 

explican a continuación. 

1.3.2. Detección e identificación mediante métodos moleculares 

Como se ha mencionado en el apartado 1.3.1., la identificación y caracterización de los 

aislados obtenidos tras la disección de flebotomos es una tarea laboriosa y tediosa. Para 

sustituir la técnica de MLEE, inicialmente se diseñaron técnicas basadas en la detección 

de antígenos de Leishmania a partir de productos obtenidos de la homogeneización de 

flebotomos, como la inmunofluorescencia indirecta (IFI) mediante anticuerpos (Ac) 

monoclonales (McMahon-Pratt y col., 1983; Shaw y col., 1987), el radioinmunoensayo 

competitivo en fase sólida utilizando también Ac monoclonales (Frankenburg y col., 1985) 

o el enzimoinmunoensayo (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) (Adini y col., 

1998). Posteriormente, la necesidad de métodos para el diagnóstico clínico más 

sensibles y específicos, junto con el desarrollo de técnicas basadas en la PCR, ha dado 

lugar a un elevado número de metodologías moleculares basadas en la amplificación de 

ácidos nucleicos de diferentes dianas génicas (ver apartado 1.1.3). Estas técnicas 

también se han venido aplicando en la detección de Leishmania en los flebotomos 

capturados con el fin de determinar las tasas de infección y para la caracterización de la 

especie o genotipo del parásito circulante en la región. Estas técnicas basadas en la 

detección de fragmentos de ADN son muy sensibles y específicas, además de más 

sencillas y rápidas que la MLEE y la detección de Ac. Así mismo, la mayoría de estudios 

coinciden en que la detección de Leishmania en flebotomos mediante PCR es más 

eficiente que mediante el examen de los tubos digestivos en el microscopio (Sharma y 

Singh, 2008). Estos procedimientos permiten detectar aquellos flebotomos infectados 

mediante la detección de fragmentos de material génico de Leishmania presente en el 

díptero, pero también se realiza la identificación mediante PCR de aislados a partir de la 

disección de flebotomos. Este procedimiento ha permitido implicar a Phlebotomus 

balcanicus como vector de L. infantum en un foco de LV en Georgia, utilizando una PCR 

basada en la amplificación de un fragmento de la proteína Hsp70 seguida de su 

secuenciación y posterior análisis mediante programas bioinformáticos (Giorgobiani y 

col., 2012). Así mismo, Kato y col., 2010 durante la disección de ejemplares de 

Phlebotomus kazeruni encontraron tripanosomátidos diferentes de Leishmania que fueron 

identificados como tripanosomas cercanos a los encontrados en anfibios mediante 

amplificación y posterior secuenciación de fragmentos del gen cytb, gliceraldehído fosfato 

deshidrogenasa glicosoma (gGAPDH, glycosomal glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase) y ARNr SSU. Esta misma metodología fue utilizada en la identificación 

de Trypanosoma avium en ejemplares de Lutzomyia (H.) caballeroi (Kato y col., 2011) y 

de tripanosomas del grupo Trypanosoma theileri en Phlebotomus perfiliewi capturados en 

Italia (Calzolari y col., 2018).  

En el caso de la detección directa en flebotomos se debe realizar un proceso previo de 

extracción de ADN. Este proceso de extracción muestra diversas dificultades como la 
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necesidad de realizar un proceso de lisis eficiente que desnaturalice la quitina del 

exoesqueleto y elimine la elevada cantidad de proteínas que pueden dificultar la 

obtención de ADN de buena calidad. Además, en aquellas hembras con sangre ingerida, 

los componentes del grupo hemo de la sangre pueden dar lugar a la inhibición de las 

posteriores reacciones de PCR (Al-Soud y Rådström, 2001). Diferentes trabajos han 

descrito la optimización de procedimientos de extracción de ADN de flebotomos, en los 

que se modifican diversos pasos con el fin de mejorar los protocolos y obtener una mayor 

concentración de ADN y de mejor calidad (Casaril y col., 2017). Algunos estudios realizan 

la extracción a partir de pools de flebotomos de una misma especie, agilizando así el 

proceso (Martín-Sánchez y col., 2006; Demir y Karakuş, 2015; Kavur y col., 2017; Velo y 

col., 2017).  

Existen numerosos estudios entomológicos en varios países de la cuenca mediterránea 

que describen las tasas de infección de los flebotomos implicados en regiones endémicas 

o en brotes de leishmaniosis. En Israel, los estudios realizados por Svobodova y col., 

2006 establecen una tasa del 18% de P. sergenti infectados en un foco de LC. En 

Turquía los estudios se han llevado a cabo analizando pools de flebotomos y describen 

tasas de hasta el 11,76% de flebotomos infectados (Demir y Karakuş, 2015; Kavur y col., 

2015, 2017; Karakuş y col., 2017;). En su país vecino, Albania, han encontrado tasas 

superiores de hasta el 14,8% (Ayhan y col., 2016; Velo y col., 2017). Estudios realizados 

en 7 regiones de Grecia determinan tasas de infección mediante una PCR semianidada 

del ADNk en la que encuentran un 6,7% de hembras infectadas sin sangre, mientras que 

en las hembras con sangre la tasa es del 4,8% (Aransay y col., 2000). En el continente 

africano, Ajaoud y col., 2015 también han determinado las tasas de infección en hembras 

con sangre y sin sangre capturadas en un foco de LC en Marruecos, encontrando una 

tasa de infección mayor en aquellas hembras que presentaban sangre en su abdomen 

(25%) con respecto a las hembras que no mostraban sangre ingerida (3,16%). En este 

mismo país, otros estudios en diferentes focos han podido establecer las especies de 

Leishmania implicadas mediante la detección e identificación del parásito en flebotomos y 

pacientes de la región (Ajaoud y col., 2013; Es-Sette y col., 2014, Mhaidi y col., 2018). Así 

mismo, en Túnez se ha postulado la posible implicación de Phlebotomus langeroni como 

vector de L. infantum (Guerbouj y col., 2007), además de encontrar por primera vez un 

ejemplar de Sergentomyia clydei infectado por L. major (Ayari y col., 2016) y describir la 

evolución en diferentes focos de LC del país (Barhoumi y col., 2016; Benabid y col., 2017; 

Jaouadi y col., 2017). 

En Francia la aplicación de métodos moleculares ha permitido detectar la presencia 

simultánea de Leishmania y virus Massilia en flebotomos capturados en una zona 

endémica (Faucher y col., 2014). En Italia son numerosos los estudios que han 

determinado las tasas de infección y su evolución en diferentes puntos del país, 

describiendo tasas del 2,9%-51,6% (Gómez-Saladín y col., 2005; Reale y col., 2008; 

Rossi y col., 2008; Torina y col., 2008; Lisi y col., 2014). Los trabajos realizados por 

Gómez-Saladín y col., 2005 y Reale y col., 2008 son de los primeros estudios llevados a 
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cabo en Europa mediante protocolos de qPCR para la detección de flebotomos 

infectados. En este sentido, Myskova y col., 2008 determinan la estimación de la carga 

parasitaria en hembras de flebotomo infectadas con Leishmania spp., realizando sus 

estudios con P. duboscqi. La importancia del conocimiento de la carga parasitaria en 

flebotomos se fundamenta en que proporciona información valiosa sobre los patrones de 

transmisión en una región en particular. Por ello, se ha extendido la aplicación de la 

qPCR en diferentes estudios entomológicos, como los realizados en P. sergenti 

capturados en Irán (Aghaei y col., 2014); P. papatasi y Phlebotomus alexandri en Irak 

(Coleman y col., 2009), P. perfiliewi, P. perniciosus y Phlebotomus neglectus en Italia 

(Dantas-Torres y col., 2014); Sergentomyia dentata, Phlebotomus tobbi, P. alexandri y P. 

neglectus en Turquía (Karakuş y col., 2017) y diferentes especies de Lutzomyia en Brasil 

(Ranasinghe y col., 2008; Bezerra-Vasconcelos y col., 2011; Cunha y col., 2014; Pita-

Pereira y col., 2012; Rodrigues y col., 2016).  

Volviendo a la Península Ibérica, en Portugal se han llevado a cabo numerosos estudios 

entomológicos en los que la detección de Leishmania mediante métodos moleculares ha 

mostrado valores muy similares a los encontrados mediante disección. De esta manera, 

el porcentaje de dípteros infectados no alcanza el 1% (Maia y col., 2009, 2013, 2015; 

Branco y col., 2013). Además, en este mismo país se han detectado ejemplares de 

Sergentomyia minuta infectados por L. major (Campino y col., 2013), L. infantum (Pereira 

y col., 2017) y también por Leishmania spp. similar a Leishmania tarentolae (Maia y col., 

2015). Ya en España, se ha determinado la tasa de infección en diferentes puntos del 

país. Por ejemplo, en Granada se han descrito tasas de P. perniciosus infectados del 

0,45% (Martín-Sánchez y col., 2006), mientras que otro estudio en la misma provincia 

encontró un 47,6% de P. langeroni infectados (Sáez y col., 2018). Estos dos trabajos 

realizaron la detección de L. infantum mediante un protocolo de PCR-ELISA que combina 

la amplificación de un fragmento de ADNk y la estimación de la carga parasitaria 

mediante un ELISA. En Cataluña, Alcover y col., 2012, utilizando una PCR anidada de la 

región ITS1 seguida de RFLP, encontraron una alta variabilidad en las tasas de infección, 

siendo del 76,6% en la región del Priorat, del 18,9% en Ainet del Besan, mientras que 

fueron del 0% en Sant Just Desvern. Otros estudios realizados en Extremadura 

solamente encontraron un ejemplar de P. perniciosus infectado por L. infantum de los 435 

analizados (0,23%), además de describir por primera vez en dos hembras de S. minuta la 

presencia de una especie de Leishmania similar a L. tarentolae, tal como se había 

descrito previamente en Portugal. En ambos casos la detección e identificación del 

parásito se realizó mediante PCR de la región ITS y su posterior secuenciación (Bravo-

Barriga y col., 2016a, 2016b). Finalmente, en el brote de leishmaniosis humana del 

suroeste de la Comunidad de Madrid (CM), los primeros estudios entomológicos 

realizados en la zona mostraron tasas de infección del 58,5% en P. perniciosus 

capturados durante septiembre y octubre de 2011 (Jiménez y col., 2013). La detección e 

identificación en este trabajo se llevó a cabo mediante amplificación de un fragmento de 

ADNk, del gen cpb y de la región ITS1. En este brote también se ha descrito la infección 

por Leishmania spp. en hembras de S. minuta (González y col., 2016a).  
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1.4. Determinación del origen de la sangre ingerida por hembras de flebotomo 

Se piensa que los hábitos alimenticios de los insectos hematófagos surgieron bien 

accidentalmente, cuando insectos primariamente fitófagos se alimentaron de animales y 

posteriormente desarrollaron aparatos digestivos capaces de utilizar la sangre como 

fuente de alimento, o bien debido a la estrecha relación entre algunos insectos con 

aparato masticador y los animales, en la que estos insectos ocasionalmente comenzaron 

a alimentarse de los animales, pasando a ser la sangre su fuente principal de alimento y 

evolucionando su aparato picador. A través de esta evolución, los insectos se habrían 

vuelto dependientes de ciertas fuentes de alimentación, lo que en parte explicaría las 

preferencias alimentarias de algunos insectos hematófagos (Takken y Verhulst, 2013).  

La identificación de las fuentes de alimentación de insectos hematófagos proporciona 

valiosa información sobre las preferencias alimentarias en su entorno natural. En el caso 

de que aquellos insectos transmisores de patógenos, como es el caso de los flebotomos, 

esta información podría dar la pista sobre potenciales reservorios. Se trata de datos 

esenciales a la hora de incriminar a una especie como vector, así como para conocer el 

ciclo de transmisión, permitiendo el desarrollo de estrategias de control eficaces. Así 

mismo, identificar las preferencias alimentarias permite determinar el grado de contacto 

entre el vector y la población de hospedadores susceptibles en una región o zona 

determinada, y conocer asi el riesgo de exposición. En el caso de la identificación de 

sangre humana, se puede determinar el grado de antropofilia de una especie y el riesgo 

de transmisión de un agente patógeno a la población (Killick-Kendrick, 1999; Alexander y 

Maroli, 2003; Haouas y col., 2007; Abbasi y col., 2009; Ready, 2013). 

Para la identificación de las fuentes de alimentación de flebotomos se han desarrollado 

diferentes técnicas. Los primeros estudios estaban basados en técnicas serológicas 

como la contrainmunoelectroforesis (Tesh y col., 1971; Guy y col., 1984), prueba del 

anillo de precipitina (Kostich, 1951), prueba de precipitación (Morrison y col., 1993), 

ensayos de difusión en geles de agarosa (Srinivasan y Panicker, 1992), métodos de 

doble difusión de Ouchterlony (Živković y col., 1973) o ELISA competitivo (Colmenares y 

col., 1995). Estas técnicas permiten identificar la fuente de alimentación hasta el nivel de 

especie con una especificidad alta; sin embargo, presentan inconvenientes como la 

presencia de reacciones cruzadas entre especies próximas, la necesidad de producir 

anticuerpos específicos para los potenciales vertebrados presenten en la zona de estudio 

y la incapacidad de revelar nuevas fuentes de alimentación (Haouas y col., 2007). Otro 

inconveniente de estas técnicas es el pequeño volumen de sangre ingerida por un 

flebotomo (hasta 0,5 mg) que no permite realizar un gran número de ensayos, tal como 

requieren estas metodologías (Ready, 1979). 

Debido a estos inconvenientes, las técnicas serológicas se han visto reemplazadas por 

métodos moleculares, ampliamente utilizados en la caracterización del origen de la 

sangre ingerida por insectos hematófagos en la actualidad. La aplicación de diversas 

técnicas de amplificación de ácidos nucleicos mediante PCR, junto con el conocimiento 



Introducción 

47 
 

de una cantidad cada vez mayor de secuencias de vertebrados, han permitido aumentar 

la especificidad en la identificación de las fuentes de alimentación. Numerosos estudios 

describen diferentes marcadores moleculares, siendo los más utilizados (revisado por 

Kent, 2009) lo siguientes: 

- Genes mitocondriales: se encuentran en un alto número de copias dentro de las 

células, por lo que las reacciones de amplificación de estos genes son muy 

sensibles y permiten detectar pequeñas cantidades de ADN. Por otro lado, su 

evolución ha sido mayor en comparación con los genes nucleares, haciendo 

posible la diferenciación entre organismos filogenéticamente muy cercanos. Los 

genes mitocondriales más comúnmente utilizados son el cytb y el COI. Una de las 

técnicas más usadas consiste en la amplificación de fragmentos de estos genes 

seguida de su secuenciación y posterior análisis de homologías en bases de 

datos como el Genbank® o el Barcode of Life Data System (DNA Barcoding), para 

los genes del cytb y del COI, respectivamente. En la primera de las bases de 

datos se pueden encontrar más de 400.000 secuencias de animales cordados; 

mientras que en la segunda se encuentran más de 500.000. La amplificación del 

gen cytb se ha utilizado también en combinación con otras técnicas como el 

análisis de heterodúplex (Boakye y col., 1999; Lee y col., 2002), PCR-RFLP 

(Steuber y col., 2005; Oshaghi y col., 2006; González y col., 2015) y qPCR (Sales 

y col., 2015).  

 

- Genes del ARNr: son genes altamente conservados utilizados ampliamente para 

el análisis de filogenias. Se encuentran también en un alto número de copias, 

como los mitocondriales, pero su desarrollo ha sido más lento que estos, por lo 

que la identificación de las fuentes de alimentación no es tan precisa (Knowlton y 

Weigt, 1998; Hebert y col., 2003). 

 

- Genes nucleares: son genes de una sola copia, lo que dificulta la identificación de 

las fuentes de alimentación puesto que se trabaja con cantidades muy pequeñas 

de ADN. Aun así, el primer estudio en el que se identificaron preferencias 

alimentarias en flebotomos utilizó el gen nuclear de la prepronociceptina (PNOC) 

(Haouas y col., 2007) y ha sido aplicado en estudios posteriores con buenos 

resultados (Jaouadi y col., 2013). 

 

- Secuencias de ADN repetitivo: las técnicas basadas en secuencias de ADN de 

repetición en tándem de número variable (VNTR, variable number tandem repeat), 

entre las que se incluyen secuencias microsatélites y minisatélites, utilizadas en 

las pruebas de paternidad o en medicina forense, permiten la identificación de 

individuos dentro de una misma especie (Ellegren, 2000; Schlötterer, 2000). En el 

estudio de fuentes de alimentación en insectos hematófagos permitirían relacionar 

al insecto con un hospedador concreto (Michael y col., 2001; Scott y col., 2006). 
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Estas dianas moleculares son utilizadas con diferentes técnicas, la mayoría de ellas 

ligadas a la amplificación de ácidos nucleicos: 

- Secuenciación: el fragmento amplificado mediante PCR se somete a un proceso 

de secuenciación que permite el posterior análisis de la secuencia y la búsqueda 

de homologías en bases de datos (Genbank®, EMBL, DDBJ, DNA Barcoding) 

(Jiménez y col., 2013; Maia y col., 2013; Baum y col., 2015; Bravo-Barriga y col., 

2016a; González y col., 2017; Jaouadi y col., 2018).  

 

- PCR-RFLP: la digestión con enzimas de restricción proporciona un patrón de 

bandas característico de cada secuencia, permitiendo su diferenciación. Sin 

embargo, presenta limitaciones como la necesidad de utilizar controles de las 

especies de vertebrados y la posible existencia de secuencias de diferentes 

especies con igual patrón tras la digestión con un enzima. Esto último puede 

solventarse utilizando un panel de diferentes enzimas de restricción (Maleki-

Ravasan y col., 2009; Quaresma y col., 2012; Soares y col., 2014; González y 

col., 2015; Azizi y col., 2016; Fonteles y col., 2017). 

 

- PCR multiplex: técnica en la que se utilizan varios cebadores en una misma 

reacción de amplificación. Se utilizan pares de cebadores específicos para un 

animal o grupo de animales y, aunque se trata de una técnica muy sensible, no 

permite identificar otras especies (Kent y Norris, 2005).  

 

- qPCR: técnica muy sensible que permite conocer la cantidad de ADN inicial del 

vertebrado en la muestra, pero requiere del diseño de diferentes pares de 

cebadores y de la utilización de varias sondas para poder detectar las especies de 

vertebrados. Hasta el momento se ha aplicado en pocos trabajos con flebotomos 

(Sales y col., 2015; Rodrigues y col., 2017).  

 

- Análisis de heterodúplex: se basa en la desnaturalización y renaturalización de las 

secuencias de ADN y la formación de cadenas dobles homólogas o heterólogas. 

Se utiliza para detectar mutaciones genéticas mezclando un mutante amplificado 

por PCR y ADN de tipo salvaje, seguido por la desnaturalización y reasociación. 

Los productos resultantes se separan mediante electroforesis en gel, con 

sustituciones de una sola base detectables bajo condiciones electroforéticas y 

formulaciones de gel óptimas. Su aplicación en la identificación de preferencias 

alimentarias precisa disponer de ADN de referencia y uno o varios ADNs 

conductores que permitan diferenciar posteriormente los heterodúplex formados 

en el gel (Lee y col., 2002). 

- Alineación reversa line-blot (RLB, reverse line blot): esta técnica se combina con 

una reacción de PCR. Se utilizan sondas específicas de especie que se unen a 

membranas de nylon, para luego hacer hibridar los productos de PCR biotinilados, 

que se unen a su correspondiente sonda en la membrana. Esa unión es 
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posteriormente revelada por métodos colorimétricos. Se trata de una técnica muy 

sensible y específica, pero con la limitación de necesitar del diseño de una gran 

cantidad cebadores específicos y la posibilidad de que se den reacciones 

cruzadas (Abbasi y col., 2009).  

 

- Análisis del perfil de ADN o huella genética mediante estudio de micro y 

minisatélites: es la única técnica lo suficientemente sensible como para determinar 

el individuo del que se ha alimentado el insecto (Inbar y col., 2016). 

 

- MALDI-TOF MS: diferencia el origen de la sangre a partir del perfil obtenido tras el 

análisis de las proteínas presentes en la muestra, que se compara con un patrón 

control (Niare y col., 2016). 

 

- Espectrometría de masas en tándem ligada a cromatografía líquida (LC-MS/MS, 

liquid cromatography-tandem mass spectrometry): identificación de la fuente de 

alimentación mediante análisis de la secuencia peptídica de la hemoglobina, de la 

cual existe una amplia base de datos. Esta técnica permite identificar géneros de 

vertebrados e incluso especies (Keller y col., 2017). 

Sin embargo, a pesar de la gran variedad de metodologías existentes para la 

identificación del origen de la sangre ingerida, en la práctica existen dificultades que 

imposibilitan en ocasiones esta identificación, como la presencia de sustancias 

inhibidoras, que el volumen de sangre no sea suficiente o que su grado de digestión esté 

avanzado (Velo y col., 2005). Así, la eficiencia en la determinación de la procedencia de 

la sangre presente en el tubo digestivo de las hembras de flebotomos varía desde 

porcentajes superiores al 90% (Bongiorno y col., 2003; Valinsky y col., 2014) a 

porcentajes cercanos al 20% (Maia y col., 2015). En numerosos estudios entomológicos 

llevados a cabo en diferentes países de la cuenca mediterránea se describen las 

preferencias alimentarias de las especies de flebotomos implicadas en la transmisión de 

la leishmaniosis en zonas endémicas o en brotes. En concreto, Valinsky y col., 2014 

encuentran que la mayoría de hembras de P. sergenti capturadas con sangre en una 

región de Israel se habían alimentado sobre damanes, aunque una pequeña fracción se 

había alimentado sobre humanos. En Turquía han encontrado que la preferencia 

alimentaria de P. tobbi y P. neglectus son los humanos y los perros (Özbel y col., 2016; 

Karakuş y col., 2017). Por otro lado, estudios realizados en Grecia han determinado que 

los flebotomos implicados en focos de leishmaniosis presentaban un alto grado de 

antropofilia (Chaskopoulou y col., 2016), mientras que en Georgia más del 70% 

presentaban sangre de perro (Giorgobiani y col., 2012) y en Albania se encuentra una 

mayor variedad de fuentes de alimentación, detectando sangre de vaca, perro, gallina y 

humano (Velo y col., 2005). Estudios llevados a cabo en Marruecos, en los que se 

realizaron capturas dentro de los domicilios y en los alrededores de refugios de animales, 

detectan en unos casos un alto grado de antropofilia (Es-Sette y col., 2014), mientras que 

en los otros se identifica sangre de origen muy variado: humano, aves, roedores, conejo, 
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ganado vacuno (Ajaoud y col., 2015). También en Túnez, P. perniciosus, Phlebotomus 

longicuspis y P. papatasi presentaron un comportamiento oportunista, con una variada 

preferencia alimentaria (humano, ganado vacuno, ratón, cabra, dromedario, oveja o 

caballo); mientras que en P. sergenti sólo encontraron sangre de oveja o de caballo 

(Jaouadi y col., 2013). En Italia y Francia, diversos trabajos han obtenido resultados 

similares, describiendo en las diferentes especies de flebotomos capturadas preferencias 

por aquellos animales presentes en la zona en mayor número y más accesibles (Guy y 

col., 1984; Bongiorno y col., 2003; Rossi y col., 2008; Cotteaux-Lautard y col., 2016). En 

lo que concierne a España y Portugal, los diferentes estudios entomológicos muestran 

que P. perniciosus y P. ariasi presentan, al igual que en otros países europeos, un 

comportamiento oportunista, alimentándose sobre una amplia gama de vertebrados 

(Colmenares y col., 1995; Branco y col., 2013; Jiménez y col., 2013; Maia y col., 2013, 

2015; Bravo-Barriga y col., 2016a). Además, en ambos países se ha detectado sangre 

humana en hembras de S. minuta, especie de flebotomo que tradicionalmente muestra 

preferencia por reptiles y anfibios, lo que, junto con la detección de Leishmania spp. en 

algunos ejemplares, ha dado lugar al estudio de su posible implicación en la transmisión 

del parásito a humanos (Maia y col., 2015; Bravo-Barriga y col., 2016b; González y col., 

2016a; Maia y Depaquit, 2016).  

 

1.5. Situación de la leishmaniosis en España 

En España la leishmaniosis es una enfermedad fundamentalmente zoonótica, con el 

perro como principal reservorio. Está causada por una sola especie, L. infantum, que 

causa tanto formas cutáneas como viscerales de la enfermedad. Se distribuye en la 

mayor parte del territorio peninsular y en las Islas Baleares, aunque la mayor carga de la 

enfermedad se concentra en la región mediterránea, en el centro y sur peninsular. El ciclo 

de transmisión se ha establecido mayoritariamente en zonas urbanas y periurbanas más 

que en zonas rurales debido a los cambios poblacionales y a las modificaciones 

ambientales ligadas al modelo de crecimiento urbanístico.  

La leishmaniosis en España sigue tres patrones de presentación: 1) endémico, en el que 

los casos de enfermedad se presentan de forma esporádica y el perro actúa como 

principal reservorio; 2) casos asociados a la coinfección con el virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH) o a situaciones de inmunodepresión y 3) brotes epidémicos. La tasa de 

hospitalización debido a la leishmaniosis en nuestro país es de 0,41/100.000 habitantes, 

correspondiendo la mayoría de los casos de personas inmunocompetentes a niños 

menores de 5 años (Gil-Prieto y col., 2011), mientras que la incidencia nacional media por 

año notificada hasta el 2011 era de 0,45 casos/100.000 habitantes (Suárez-Rodríguez y 

col., 2012). Por otro lado, debido al aumento de casos de personas afectadas por el VIH y 

la consecuente inmunosupresión debido al síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

(SIDA), tuvo lugar una reemergencia de la leishmaniosis entre 1986 y 1996, como 

consecuencia de la coinfección con L. infantum, llegando a reportarse 835 casos hasta 
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1998 (Alvar y col., 1997; OMS, 2010). En los pacientes coinfectados, la leishmaniosis 

tiende a cronificarse y no se llega a eliminar el parásito a pesar del tratamiento, 

manteniendo al sujeto en el estado de portador asintomático en muchos de los casos 

(Molina y col., 1999, 2003). Además, en estos pacientes se han identificado zimodemas 

de L. infantum poco comunes e incluso nuevos zimodemas (Jiménez y col., 1995a, 

1995b). A finales de los años noventa del siglo pasado, el número de casos de 

coinfección disminuyó paulatinamente gracias a la introducción de la terapia antirretroviral 

de gran actividad (TARGA) y su uso rutinario en el tratamiento del VIH. A pesar de ello, la 

infección por este virus sigue siendo un factor de riesgo importante en el desarrollo de la 

LV, ya que la terapia TARGA no alcanza a restituir plenamente la inmunidad de los 

pacientes por lo que, en caso de infectarse con el parásito, la posibilidad de desarrollar la 

enfermedad sigue siendo elevada. Actualmente, junto con la infección por VIH, existen 

otras condiciones de inmunosupresión que actúan como factores de riesgo para la LV, 

tales como los trasplantes de órgano sólido y los tratamientos biológicos 

inmunosupresores (Van Griensven y col., 2014). 

En España, la leishmaniosis fue Enfermedad de Declaración Obligatoria (EDO) a nivel 

nacional desde 1982 hasta 1996 y durante ese periodo se registraron 1.574 casos. 

Posteriormente, el RD 2210/1995 por el que se creó la Red Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica (RENAVE) siguió considerando a la leishmaniosis como una EDO, pero 

su notificación pasó a ser de ámbito regional, y dejó de notificarse en aquellas 

Comunidades Autónomas en las que la enfermedad no fuera considerada endémica. 

Para conocer el número de casos de leishmaniosis ocurridos en nuestro país a partir de 

entonces es preciso consultar registros como el Conjunto Mínimo Básico de Datos 

(CMBD) del Sistema Nacional de Salud. Un estudio retrospectivo llevado a cabo entre los 

años 1997 y 2011 ha determinado que en este periodo tuvieron lugar 8.010 

hospitalizaciones relacionadas con la leishmaniosis (Herrador y col., 2015). De este total 

de registros, 3.442 presentaban leishmaniosis como primer diagnóstico. La mayor parte 

de los casos notificados al CBMD corresponden a formas viscerales de la enfermedad 

(82.6%), ya que requiere hospitalización para su tratamiento, mientras que las formas 

cutáneas se atienden y tratan principalmente de forma ambulatoria. Aún así, se estima 

que existe una subdeclaración del 25%-40% para la LV, y de casi el 100% para los casos 

de LC (Amela y col., 2012). A raíz del aumento de casos y brotes de los últimos años, 

junto con la actualización de datos sobre la incidencia, extensión y distribución real de la 

enfermedad, la leishmaniosis fue nuevamente incluida como EDO en todas las 

Comunidades Autónomas (RENAVE, 2013; Ministerio de Sanidad Servicios Sociales e 

Igualdad, 2015). En relación a la distribución de las hospitalizaciones debidas a la 

leishmaniosis, la CM presenta la mayor tasa (10,3 hospitalizaciones/1 millón de 

habitantes), seguida de las Islas Baleares (7,2/1 millón de habitantes), Valencia (7,4/1 

millón de habitantes), Aragón (6,8/1 millón de habitantes) y Castilla-La Mancha (6,4/1 

millón de habitantes) (Herrados y col., 2015). Por último, es importante resaltar que la 

mitad de los casos de LV descritos en viajeros europeos que visitan el sur de Europa son 

adquiridos en España (Ehehalt y col., 2014).  
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1.5.1. Reservorios de la leishmaniosis en España 

Como ya se ha mencionado, el perro es el principal reservorio de la leishmaniosis en 

España, estando considerada la leishmaniosis canina como una patología endémica en 

casi todas las Comunidades Autónomas, incluidas las regiones del norte que hasta hace 

pocos años parecían no registrar un alto número de casos. Las investigaciones llevadas a 

cabo en los últimos años apuntan a un aumento del número de perros afectados por 

leishmaniosis en estas regiones (Miró y col., 2012). De esta manera, la seroprevalencia 

de L. infantum en perros en España varía de una región a otra, pasando del 6,4% en la 

región central al 46,6% en la región suroeste de la península (Miró y col., 2013); aunque 

estos datos de seroprevalencia deben ser tomados con cautela debido a que puede ser 

muy variable al depender de factores como la edad, sexo, lugar de residencia, entorno, o 

si se trata de mascotas, perros de caza, perros pastores, etc. (Muniesa y col., 2016). La 

sintomatología que pueden presentar los perros infectados va desde lesiones cutáneas a 

afecciones relacionadas con la visceralización del patógeno, como son la astenia, 

adelgazamiento, anemia no regenerativa o linfoadenomegalia (Alvar y col., 2004; Miró y 

Molina, 2006). Tanto los perros con síntomas evidentes como aquellos asintomáticos 

pueden transmitir el parásito a los flebotomos, lo que a nivel epidemiológico complica el 

control de la enfermedad (Molina y col., 1994; Guarga y col., 2000; Courtenay y col., 

2002; Michalsky y col., 2007; Laurenti y col., 2013). 

 

Por otro lado, se ha estudiado el papel que podría jugar el gato en el ciclo doméstico de 

L. infantum en nuestro país y otras regiones de la cuenca mediterránea. En este sentido, 

diversos estudios muestran datos de seroprevalencia superiores al 10%, así como la 

presencia del parásito en tejidos de estos animales mediante detección por PCR (Martín-

Sánchez y col., 2007; Solano-Gallego y col., 2007; Ayllón y col., 2008; Maia y col., 2008, 

2014; Cardoso y col., 2010; Millán y col., 2011; Sherry y col., 2011; Chatzis y col., 2014; 

Miró y col., 2014; Paşa y col., 2015; Can y col., 2016; Montoya y col., 2018; Persichetti y 

col., 2018). Además se ha confirmado mediante experimentos de xenodiagnóstico directo 

que los flebotomos pueden adquirir el parásito al alimentarse sobre gatos infectados 

(Maroli y col., 2007). El papel de los animales de compañía en el ciclo de la leishmaniosis 

ha sido ampliamente estudiado, tanto por el riesgo de transmisión a humanos al compartir 

el mismo hábitat, como por la posibilidad de la dispersión de la enfermedad debido al 

desplazamiento de perros entre territorios y, en menor medida de gatos, tanto a nivel 

nacional como internacional (Trotz-Williams y Trees, 2003; Maia y Cardoso, 2015; 

Vrhovec y col., 2017). En relación a esto, estudios realizados en Reino Unido encontraron 

que el 71,20% de los perros con síntomas compatibles con leishmaniosis, posteriormente 

confirmada, habían viajado y permanecido más de 6 meses en España o habían sido 

adoptados de refugios localizados en nuestro país (Shaw y col., 2009). 

Además, se ha investigado la presencia de L. infantum en otros animales con el fin de 

dilucidar su implicación en el ciclo del parásito en España fuera del ámbito doméstico. 

Así, se han encontrado cánidos silvestres infectados, como zorros o lobos (Marín-Iniesta 
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y col., 1982; Fisa y col., 1999; Criado-Fornelio y col., 2000; Sastre y col., 2008; Sobrino y 

col., 2008; Muñoz-Madrid y col., 2013; Del Río y col., 2014; Oleaga y col., 2015, 2018; 

Risueño y col., 2018). También se ha detectado el parásito mediante técnicas 

moleculares en felinos silvestres como el gato montés y el lince (Sobrino y col., 2008; Del 

Río y col., 2014; Risueño y col., 2018) y en otros animales silvestres como la gineta 

(Portús y col., 2002; Sobrino y col., 2008; Millán y col., 2011; Del Río y col., 2014; 

Risueño y col., 2018), el meloncillo (Sobrino y col., 2008), el visón europeo (Del Río y 

col., 2014), la garduña (Muñoz-Madrid y col., 2013; Del Río y col., 2014; Risueño y col., 

2018), el tejón (Portús y col., 2002; Del Río y col., 2014), la marta (Portús y col., 2002; 

Millán y col., 2011; Del Río y col., 2014), la nutria (Oleaga y col., 2018), el erizo (Muñoz-

Madrid y col., 2013), la musaraña gris (Millán, 2018); en roedores como el ratón de 

campo, el ratón común, ratón moruno o la rata (Fisa y col., 1999; Muñoz-Madrid y col., 

2013; Navea-Pérez y col., 2015; Millán, 2018; Risueño y col., 2018). También se ha 

detectado L. infantum en animales de granja como caballos, ovejas y cabras (Portús y 

col., 2002; Solano-Gallego y col., 2003; Fernández-Bellón y col., 2006) y en animales de 

parques zoológicos y refugios, como chacales (Hervás y col., 1996), wallabies (Ramírez y 

col., 2013; Montoya, 2016) y orangutanes (Miró y col., 2018). La presencia del parásito en 

estos animales no implica necesariamente que estén involucrados en el mantenimiento 

del ciclo, pues para ello se deben cumplir otros factores, como se explica en el apartado 

1.2.7.2. 

Por último, investigaciones llevadas a cabo en la CM a raíz del brote detectado en el año 

2010 llevaron al descubrimiento de nuevos reservorios implicados en el ciclo de L. 

infantum: la liebre y el conejo. Aunque las características del brote se explican en 

apartados posteriores, cabe señalar que los estudios realizados mostraron que los perros 

de la zona no estaban involucrados de manera determinante en el mantenimiento estable 

del brote (Miró y col., 2017), por lo que en la búsqueda de nuevos reservorios se encontró 

que las liebres y los conejos capturados en la zona eran capaces de transmitir el parásito 

a los flebotomos, como demostraron los experimentos de xenodiagnóstico directo 

llevados a cabo por Molina y col., 2012 y Jiménez y col., 2014. Así mismo, se encontraron 

altas tasas de infección en estos lepóridos (Moreno y col., 2014; Chicharro y col., 2017a) 

y se ha confirmado una elevada exposición a las picaduras de flebotomo determinada por 

la detección de anticuerpos antisaliva de P. perniciosus (Martín-Martín y col., 2014). Otros 

estudios llevados a cabo en diferentes regiones de España muestran que estos 

lagomorfos presentan una alta prevalencia de L. infantum, lo que demuestra el importante 

papel que podrían jugar estos animales en la dispersión y mantenimiento del ciclo del 

parásito en nuestro país (Ruiz-Fons y col., 2012; Díaz-Sáez y col., 2014; García y col., 

2014; Risueño y col., 2018). También en otros países como Italia y Grecia se han 

encontrado liebres y conejos infectadas por L. infantum (Tsokana y col., 2016; Zanet y 

col., 2017; Rocchigiani y col., 2018). 
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1.5.2. Flebotomos presentes en España. Distribución. 

En España se ha descrito la presencia de 13 especies de flebotomos (Figura 27), dos de 

las cuales son vectores probados de la leishmaniosis, P. perniciosus y P. ariasi (Rioux y 

col., 1986). Además, un estudio publicado recientemente parece involucrar como 

potencial vector a una tercera especie, P. langeroni, tras detectar mediante métodos 

moleculares un alto porcentaje de ejemplares 

infectados por L. infantum (Sáez y col., 2018).  

 

 

Figura 27. Especies de flebotomos citadas en 

España. 

En la Figura 28 se muestra una cronología de la descripción de las diferentes especies de 

flebotomos presentes en España. La primera cita fue realizada en 1909 (Czerny y Strobl, 

1909) y correspondía a un ejemplar de P. papatasi capturado en El Escorial. Sin 

embargo, tras una revisión taxonómica de los ejemplares capturados en aquella ocasión 

se demostró que este ejemplar pertenecía realmente a la especie P. ariasi, por lo que 

esta especie sería la primera cita en España de un flebotomo. En ese mismo trabajo, se 

identificaron ejemplares de P. perniciosus (León-Sanz y col., 1999, 1998).  

                    

Figura 28. Cronología de la descripción de las diferentes especies de flebotomos en España 
considerando la revisión realizada por León-Sanz y col., 1998.  

1909 

•P. ariasi, P. perniciosus  Czerny y Strobl, flebotomo 
capturado por Lauffer en El Escorial. 

1917 

•P. sergenti, S. minuta  Pittaluga y De Buen. Varios puntos 
de España. 

1970 
•P. alexandri  Rioux, en Almería. 

1974 
•P. chabaudi  Rioux, en Almería. 

1982 

•P. fortunatarum  Úbeda-Ontiveros, en Canarias. 

•P. longicuspis  Morillas -Márquez, en Granada. 

1984 

•S. fallax  Morillas-Márquez, en Canarias. 

•P. mascitti  Rioux, noreste de España. 

1996 
•P. langeroni  Martínez-Ortega, en Madrid. 

1998 
•P. riouxi  Depaquit y col., en Granada. 
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De las 13 especies mencionadas, existen discrepancias sobre dos de ellas, P. longicuspis 

y Phlebotomus riouxi. En el caso de P. longicuspis, citado en España en 1982 por 

Morillas-Márquez y col., se ha venido discutiendo si realmente está presente en España o 

si es una especie sinónima de P. perniciosus puesto que las características morfológicas 

en las que se basan sus diferencias, la terminación de las valvas peneanas de los 

machos y el engrosamiento de la parte basal del conductos espermático en hembras, 

parecen no ser evidentes (Morillas-Márquez y col., 1991). Tampoco los estudios 

moleculares mediante la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD, random 

amplified polymorphic DNA) encuentran una solución a estas discrepancias (Martín-

Sánchez y col., 2000). Otros estudios llevados a cabo en el norte de África han descrito la 

introgresión del gen cytb de P. perniciosus en ejemplares de P. longicuspis (Esseghir y 

col., 2000), además de llegar a diferenciar las dos especies mediante estudio 

isoenzimático (Benabdennbi et al., 1999), pudiendo confirmar la coexistencia de ambas 

especies de flebotomo en diferentes regiones de Marruecos (Pesson y col., 2004; 

Guernaoui y col., 2005; Benallal y col., 2017). En cuanto a P. riouxi, algunos estudios la 

consideran sinónima de Phlebotomus chabaudi al no encontrar suficientes evidencias, ni 

en su morfología ni mediante técnicas moleculares, para separarla como especie propia 

(Tabbabi y col., 2014). Otros estudios realizados en flebotomos capturados en Argelia y 

Túnez encuentran tanto diferencias morfológicas como a nivel genético que permiten 

separar las dos especies (Bounamous y col., 2008; Lehrter y col., 2017). Sin embargo, en 

España sigue sin esclarecerse definitivamente si los dos ejemplares de P. riouxi descritos 

en Granada (Depaquit y col., 1998) pertenecen a esta especie o a P. chabaudi.  

En la Figura 29 se muestra una distribución de las diferentes especies de flebotomos 

presentes en España, según las revisiones de Gil-Collado y col., 1989 y Gállego- 

Berenguer y col., 1992, y actualizada con los datos de estudios recientes. Se puede 

observar que sólo en 6 provincias no existen datos sobre la presencia de estos dípteros 

(A Coruña, Asturias, Cantabria, Guipúzcoa, León y Vizcaya). En algunas comunidades la 

descripción de flebotomos es escasa, como por ejemplo en Galicia, donde tres estudios 

describen la presencia de flebotomos en las provincias de Lugo y Ourense (Nájera, 1944; 

Morillas-Márquez y Úbeda-Ontíveros, 1985; Miró y col., 2012). En la misma figura se 

señala también la presencia de P. perniciosus en la provincia de Pontevedra, a partir de 

capturas realizadas en 2016 y 2017 en la que se encontraron ejemplares de esta especie 

en dos municipios de la provincia (González, datos no publicados). La falta de 

información sobre las poblaciones de flebotomos en el norte del país es consecuencia de 

la escasez de estudios debido a la baja incidencia de la leishmaniosis en esta región del 

país, a pesar de que en investigaciones recientes se han detectado prevalencias 

significativas de la enfermedad en perros de Galicia (Amusategui y col., 2004; Miró y col., 

2012, 2013). La actualización de la presencia de flebotomos, de su estacionalidad y el 

estudio de los factores que influyen en su distribución ha sido y es objeto de diversas 

investigaciones que están ayudando a comprender y aumentar el conocimiento sobre 

estos vectores en España (Aransay y col., 2004; Gálvez y col., 2010; Morillas-Márquez, 

2010; Alcover y col., 2014; Ballart y col., 2014; Tello y col., 2015; Bravo-Barriga y col., 



Introducción   

56 
 

2016a; Morillas-Márquez y col., 2017; González y col., 2017; Muñoz y col., 2017; Risueño 

y col., 2017).  

 

Figura 29. Distribución de las especies de flebotomos presentes en España (no se incluyen P. 
longicuspis ni P. riouxi). Fuente: modificado de Gil-Collado y col., 1989 y actualizado a partir de 
Barón-López, 2014; Bravo-Barriga y col., 2016a; Morillas-Márquez y col., 2017. 

 

Como se puede observar en el mapa, la especie más abundante es P. perniciosus, pues 

esta especie se encuentra tanto a nivel del mar como en zonas de montaña (Gállego-

Berenguer y col., 1992). También están ampliamente distribuidos P. ariasi, P. papatasi, P. 

sergenti y S. minuta. En cuanto a P. ariasi, es prevalente en zonas húmedas de montaña 

(Martínez-Ortega y Conesa-Gallego, 1987; Lucientes y col., 1991; Aransay y col., 2004; 

Gálvez y col., 2010), mientras que P. papatasi y P. sergenti se encuentran en zonas más 

áridas (Martínez-Ortega, 1985). Otras especies se encuentran en zonas muy concretas, 

como es el caso de P. langeroni, especie ligada a zonas secas y que solamente ha sido 

descrita en Madrid (Martínez-Ortega y col., 1996; Conesa-Gallego y col., 1999), en 

Zaragoza (Lucientes y col., 1994) y, recientemente, en Granada (Sáez y col., 2018). 

También se encuentra bastante restringida la distribución de P. alexandri y P. chabaudi, 

que se limita a algunas zonas del sureste de la Península, y la de P. mascitti, que se 

encuentra confinada en el noreste peninsular, lo que parece una continuación 

transpirenaica de su distribución (Gállego-Berenguer y col., 1992). Finalmente, 

Sergentomyia fallax y Phlebotomus fortunatarum sólo se encuentran en las Islas 
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Canarias, siendo esta última exclusiva de este archipiélago, no encontrándose en otra 

región del mundo (Úbeda-Ontiveros y col., 1982; Morillas-Márquez y Castillo-Remiro, 

1984; Morillas-Márquez y col., 2017). 

A continuación se detallan las características morfológicas utilizadas en la identificación 

taxonómica de las especies de flebotomos presentes en la Península Ibérica (revisado 

por Gil-Collado y col., 1989):  

 S. minuta: las hembras presentan cibario armado y el cuerpo de la espermateca 

dilatado y con superficie lisa, sin distinguirse de los conductos, los cuales se estrechan 

hacia la base. Los machos de S. minuta presentan un estilo con cuatro espinas 

terminales. La valva peneana es más ancha en su base y con terminación 

redondeada. 

 

 Phlebotomus: las hembras de las especies pertenecientes a este género presentan 

cibario inerme. 

 Subgénero Adlerius: 

- P. mascitti: las espermatecas de las hembras de esta especie muestran 

conductos y cuerpo sin anillamiento. Los conductos se ensanchan en la región 

próxima al cuerpo de la espermateca y no presentan divertículos basales. La 

cabeza y el cuello están poco diferenciados. En los machos se observa un estilo 

con cinco espinas, dos de ellas terminales. El tufo del coxito carece de lóbulo 

basal y la valva peneana exhibe forma de sable. 

 

 Subgénero Larrossius: los machos pertenecientes a las especies englobadas en 

este subgénero presentan el tufo del coxito sin lóbulo basal y el estilo con cinco 

espinas, dos de ellas terminales. 

- P. ariasi: las hembras presentan los conductos con una parte anillada hacia la 

cabeza de la espermateca y otra parte lisa hacia la base, la cual se encuentra 

dilatada. El cuello es corto y poco diferenciado. La valva peneana de los machos 

muestra dilatación apical en forma de badajo. 

- P. perniciosus: la espermateca de las hembras presenta divertículos basales 

piriformes con pared gruesa y situados en posición lateral a la base del conducto. 

Tanto los conductos como el cuerpo de la espermateca están anillados, y el cuello 

se diferencia con claridad. Los machos presentan una valva peneana con 

terminación apical bifurcada. 

- P. langeroni: en las hembras de esta especie no se observan divertículos basales 

y los conductos están anillados, finalizando en una dilatación fusiforme. El cuerpo 

de la espermateca también es anillado y el cuello está claramente diferenciado. 

Los machos de P. langeroni muestran una valva peneana con terminación en 

punta biselada asimétrica. 
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 Subgénero Paraphlebotomus: los machos de las especies agrupadas en este 

subgénero presentan el estilo con cuatro espinas y el tufo del coxito se inserta en 

un lóbulo basal. 

- P. alexandri: las hembras presentan armadura faríngea reticulada condensada en 

el primer cuarto basal. Los conductos y los cuerpos de las espermatecas son 

anillados y la cabeza se encuentra rodea por el último anillo del cuerpo. En los 

machos, la genitalia externa presenta sólo una espina terminal en el estilo. La 

valva peneana presenta bordes casi paralelos y termina en punta curvada (forma 

de “proa de canoa”). 

- P. chabaudi: en las hembras la armadura faríngea, de forma reticulada, se alarga 

hasta el primer tercio por los bordes. Los conductos y cuerpo de las espermatecas 

son anillados. El último anillo del reservorio está pedunculado y presenta forma de 

campana. Los machos presentan un estilo con dos espinas en posición terminal. 

La valva peneana presenta el extremo afilado, casi transparente. 

- P. sergenti: la armadura faríngea, de forma también reticulada, presenta 

terminaciones apicales largas y sinuosas. Al igual que las dos especies anteriores, 

los conductos son anillados y no presentan divertículos basales. El cuerpo de la 

espermateca también es anillado, pero posee menor número de anillos que P. 

alexandri y P. chabaudi. El último anillo está engrosado y se encuentra rodeando 

a la cabeza. En los machos de esta especie el estilo es más corto que en las dos 

anteriores, y presenta sólo una de las cuatro espinas en posición terminal. La 

valva peneana termina en punta curvada, asemejándose al pico de un ave rapaz. 

 Subgénero Phlebotomus: 

- P. papatasi: la armadura faríngea forma escamas, que son denticuladas en la 

parte más apical. Los conductos, anillados, no presentan divertículos basales. El 

cuerpo, también anillado, presenta mayor número de anillos que las tres especies 

anteriores. Los anillos se estrechan hacia la parte apical y el último rodea la 

cabeza. Lo machos presentan un estilo largo y delgado, con cinco espinas cortas, 

tres de las cuales se encuentran en posición apical. El tufo carece de lóbulo basal, 

insertándose directamente en el coxito. Esta especie presenta parámeros 

trirrámeos y valvas peneanas casi triangulares. 

1.5.3. Situación de la leishmaniosis en la Comunidad de Madrid. Brote de 

leishmaniosis humana en la región suroeste de la Comunidad 

Entre 1991 y 1996 se han confirmado 464 casos de leishmaniosis en la CM, 

constituyendo una incidencia media anual de 1,5 casos por 100.000 habitantes. El 59,3% 

de estos casos estaban asociados a inmunosupresión (SIDA) y el 43,5% presentaban 

antecedentes de usuario de drogas por vía parenteral (UDVP) (Ordobás y col., 2017). 

Entre 2000 y 2010, el número de casos anuales de leishmaniosis notificados en esta 
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Comunidad Autónoma se mantenía estable, pero en el último trimestre de 2010 se 

detectó un aumento en el número de casos, cuyo inicio parece remitirse a julio de 2009. 

Los estudios epidemiológicos revelan que estos casos se concentraban en la región 

suroeste de la Comunidad, constituyendo un brote de leishmaniosis en esta zona (Arce y 

col., 2013).  

 

La incidencia media anual de casos asociados al brote en la región afectada ha sido 

18,52 veces mayor que la de los casos esporádicos del resto de la CM, observándose 

una incidencia de 7,77 casos por 100.000 habitantes frente a los 0,42 casos por 100.000 

habitantes, respectivamente. Así mismo, los datos epidemiológicos establecen que en los 

menores de 2 años la incidencia media anual en el área del brote ha sido de 29,85 casos 

por 100.000 habitantes de casos, mientras que en el resto de la comunidad era de 1,10 

por 100.000 habitantes (Ordobás y col., 2017). 

Las investigaciones epidemiológicas indican que los casos se concentran en la zona 

suroeste, afectando principalmente a los residentes de Fuenlabrada y otros tres 

municipios colindantes, Leganés, Getafe y Humanes de Madrid (BECM, 2012). El 

municipio más afectado es, sin duda, Fuenlabrada, donde se ha llegado a alcanzar una 

incidencia de 52,7 casos por 100.000 habitantes (Arce y col., 2013). Así, desde el inicio 

del brote hasta la actualidad, el 77,1% de los casos de leishmaniosis registrados en toda 

la CM se localizan en la región del brote (Figuras 30 y 31). Hasta la fecha se han 

notificado 737 casos, de los cuales un 38,2% se corresponden con formas viscerales y el 

61,80% con formas cutáneas. La mediana de la edad es de 47 años (43 años en las 

viscerales y 50 en las cutáneas) y el rango de edad se situó entre los 2 meses y los 95 

años. Otros datos recogidos por las encuestas epidemiológicas revelan que el 78,9% de 

las personas afectadas 

son nacidas en España, 

no encontrándose facto- 

res de riesgo ambiental 

asociados a los casos 

(Arce y col., 2017).  

 

 

 

Figura 30. Distribución 
espacial de los casos de 
LV  según la georre- 
ferenciación de sus 
domicilios en la CM, desde 
julio de 2009 hasta junio de 
2014. Fuente: modificado 
de Ordobás y col., 2017. 
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Figura 31. Comparación de la evolución del número de casos de leishmaniosis asociados al brote 
y los detectados en el resto de la CM, desde 2001 a abril de 2018. Fuente: RENAVE, EDO. 

1.5.3.1. Distribución temporal de los casos 

Como se muestra en la Figura 32, el máximo epidémico del brote se alcanzó en enero de 

2011. En ese año se registró el mayor número de casos (n=197). A partir de entonces, el 

número de afectados ha ido descendiendo paulatinamente hasta la fecha, con alguna 

excepción. Cabe destacar la ausencia de casos de LV entre mayo y septiembre de 2013, 

volviendo a repuntar el número de casos hasta alcanzar los niveles de marzo de 2012 en 

los meses siguientes (Tabla 1) (Arce y col., 2017). En general, la curva epidemiológica 

muestra un aumento de casos entre octubre y marzo de cada año, debido al amplio 

periodo de tiempo que transcurre desde que el parásito es inoculado tras la picadura del 

flebotomo y la aparición de los síntomas de la enfermedad. 

 

 

Figura 32. Curva epidemiológica según las formas de presentación y por mes de inicio de 
síntomas (actualizada a 05/04/2018).    Mes con el mayor número de casos;     periodo en 2013 en 
el que no se registraron casos de LV. Fuente: RENAVE, EDO.  
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Tabla 1. Distribución de los casos según forma de presentación, por temporada epidemiológica de 

inicio de síntomas y municipio de residencia (actualizada a 05/04/2018). Fuente: RENAVE, EDO. 

 

1.5.3.2. Distribución espacial de los casos 

El estudio de la distribución espacial de los casos en los municipios afectados por el brote 

muestra que la mayoría se concentran en la zona norte del casco urbano de 

Fuenlabrada, limítrofe con suelo no edificado y con el Parque Forestal de Bosquesur. En 

el resto de municipios no se ha detectado ningún patrón en la distribución de los casos, 

aunque sí se ha observado cierta agrupación en algunas áreas, como es el caso de 

Leganés y Getafe, donde el mayor número de casos se ha encontrado en las zonas más 

cercanas a los parques forestales de Bosquesur y Polvoranca (Figura 33). Así mismo, 

parece que las infraestructuras viarias existentes en la zona podrían haber sido decisivas 

en la distribución espacial de los casos asociados al brote, actuando como barreras 

físicas que aíslan los núcleos urbanos frente a la picadura de los flebotomos y, en 

consecuencia, de la exposición al patógeno. Por otro lado, se han propiciado vías de 

introducción del vector a otros núcleos o se han creado hábitats aptos para reservorios y 

vectores, como son los taludes del ferrocarril de cercanías, que atraviesa el parque, y de 

las autovías que circundan buena parte  del mismo (Figura 33) (Arce y col., 2017).  
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Figura 33. Distribución de casos y principales infraestructuras viarias presentes en la zona del 

brote. Fuente: modificado de Aránguez y col., 2014. 

1.5.3.3. Demografía y características socioeconómicas de la zona 

La región suroeste de la CM ha sufrido de manera especialmente intensa el proceso de 

densificación demográfica, cuyos inicios se remontan a finales de la década de 1960 

(Figura 34). A partir de 1965, esta región del área metropolitana comenzó a recibir una 

parte muy importante de población procedente de otras provincias, así como población 

proveniente de la capital que se trasladaba al extrarradio debido a los precios más 

asequibles de las viviendas. De esta manera, en los últimos 30 años, el área sur 

metropolitana ha visto incrementada su población en un 103,9%, siendo la que ha 

presentado mayor crecimiento demográfico en la CM. Este hecho ha dado como 

resultado la creación de grandes ciudades dormitorio que han producido un cambio 

importante en el paisaje, pasando de un entorno eminentemente rural a uno claramente 

urbano (Pablos y col., 2017).  
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Figura 34. Municipio de Fuenlabrada. A) A mediados del siglo XX; B) en la actualidad. Fuente: 
página web “Memorias de Fuenlabrada” y página oficial del Ayuntamiento de Fuenlabrada 
(http://memoriasfuenlabrada.blogspot.com/search/label/casco%20antiguo; http://www.ayto-
fuenlabrada.es/index.do?MP=3&MS=31&MN=2&TR=C&IDR=84). 

Los cuatro municipios afectados por el brote de leishmaniosis (Fuenlabrada, Leganés, 

Getafe y Humanes de Madrid) acogen una población total de 611.119 habitantes (a 1 de 

enero de 2017, INE), siendo Fuenlabrada y Leganés los más poblados, con 194.669 y 

187.720 habitantes, respectivamente. Estos municipios presentaban vocación agrícola 

hasta mediados del siglo XX, evolucionando como polos de atracción industrial debido a 

los movimientos migratorios internos del país en las décadas de los 60 y 70, 

anteriormente mencionados. Aunque durante las últimas décadas del siglo pasado los 

municipios del sur metropolitano eran fundamentalmente industriales, en la actualidad 

predomina el sector servicios, tal como sucede en el resto de la CM (Pablos y col., 2017).  

1.5.3.4. Descripción del área y cambios sufridos por el entorno 

El área territorial afectada por el brote se encuentra a 15 km del centro del municipio de 

Madrid y cuenta con un amplio sistema de comunicaciones: carreteras estatales (A-42 y 

A-4), autonómicas (M-50, M-45, M-406, M-407 y M-506) y vías férreas (C-3, C-4, C-5 y 

AVE). Hasta finales de los años 90 del siglo pasado, el suelo estaba dedicado 

principalmente a la agricultura, sobre todo a cultivos de cereales de secano y huerta, 

persistiendo todavía pequeñas parcelas con estos usos. Con el desarrollo de la región, el 

uso del suelo ha ido cambiando, como ya se ha mencionado anteriormente, pasando a 

ser predominantemente residencial, industrial, dedicado a infraestructuras y a servicios. 

Así mismo, se trata de una región todavía en expansión y en proceso de urbanización de 

zonas rurales. Todos estos cambios han dejado un espacio con alta y creciente densidad 

de población, dotado de grandes infraestructuras viarias, con la creación en paralelo de 

parques y zonas verdes periurbanas que han tenido como consecuencia la modificación y 

degradación del entorno, la presencia de vertidos incontrolados, la alteración del cauce 

de los arroyos, el aislamiento y la fragmentación del espacio (Dirección General de 

Agricultura y Ganadería y Dirección General del Medio Ambiente. Tecnologías y Servicios 

Agrarios, S.A., 2017; Pablos y col., 2017). 

En la región afectada se ha proyectado y ejecutado la creación de dos parques forestales 

para el uso recreativo de la población de la zona. Se trata del Parque de Polvoranca y el 

http://memoriasfuenlabrada.blogspot.com/search/label/casco%20antiguo
http://www.ayto-fuenlabrada.es/index.do?MP=3&MS=31&MN=2&TR=C&IDR=84
http://www.ayto-fuenlabrada.es/index.do?MP=3&MS=31&MN=2&TR=C&IDR=84
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Parque Forestal de Bosquesur, ambos limítrofes a las zonas urbanizadas de los 

municipios afectados. Por un lado, el parque Polvoranca, diseñado en 1986, se considera 

la primera gran actuación de la CM en la región. Se ubica exclusivamente en el municipio 

de Leganés y su uso es recreativo, deportivo y educativo, disponiendo de un Centro de 

Educación Ambiental (CEA). Este parque presenta una extensión de 150 ha y surge en 

torno al arroyo de la Recomba, las lagunas de Mari Pascuala y de los Sisones, por lo que 

se trata de un ecosistema de humedales y pequeños cauces de agua que confluyen en el 

arroyo Culebro (Pablos y col., 2017).  

En relación al Parque Forestal de Bosquesur (Figura 35), fue planeado a finales de los 

años noventa del siglo pasado, ejecutándose una pequeña parte del proyecto en el 

municipio de Getafe y el resto fue pospuesto hasta 2003. En 2005 el proyecto es incluido 

dentro del Plan de Repoblaciones de la Comunidad de Madrid 2006-2010 en el apartado 

Parques Forestales Periurbanos. La finalidad de este proyecto era crear un corredor 

verde entre los municipios del sur de la CM (Leganés, Fuenlabrada, Getafe y Pinto), y a 

su vez regenerar una amplia superficie que en esos momentos se encontraba degradada 

y abandonada. De esta manera, se regenerarían eriales, escombreras o cultivos 

abandonados, dando lugar a zonas de ocio para la población de esta región. Finalmente, 

se ha creado un parque con una superficie de 350 ha que se caracteriza por estar 

formado por 8 zonas discontinuas y diferenciadas que pertenecen a los municipios de 

Pinto, Getafe, Leganés y Fuenlabrada (Pablos y col., 2017).  

 

Figura 35. Vista panorámica del Parque Forestal de Bosquesur en el que se puede apreciar la 

cercanía de las viviendas del municipio de Fuenlabrada al parque. Fuente: LEM (CNM-ISCIII). 

 

1.5.3.5. Presencia de potenciales reservorios domésticos y silvestres 

Dentro de los potenciales reservorios domésticos, el perro, reservorio clásico de la 

leishmaniosis en España, está presente de manera importante en el área del brote, tanto 

en los núcleos urbanos como en las explotaciones ganaderas existentes en la zona. Por 

otro lado, el otro animal doméstico presente en la zona es el gato, el cual se encuentra no 

sólo en el ámbito doméstico, sino también en colonias localizadas en zonas ajardinadas 

de las ciudades y en los parques del área afectada (Aránguez e Iriso, 2017). Sin 

embargo, los estudios de seroprevalencia y detección molecular de L. infantum en perros 

y gatos de la zona muestran que los niveles han permanecido estables y no han sufrido 
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un incremento tras la detección del brote, descartándose su implicación en el ciclo del 

parásito en la zona (Miró y col., 2014, 2017; Moreno y col., 2014; Chicharro y col., 

2017a). 

En cuanto a reservorios silvestres, existen un gran número de animales presentes en los 

parques forestales anteriormente mencionados, sin embargo destacan las liebres y 

conejos, que se encuentran en una elevada densidad de población. Tras la detección del 

brote, se han localizado y cartografiado alrededor de 6.000 vivares de conejos en los 

municipios afectados por el brote y áreas adyacentes. Estos vivares se han encontrado 

fundamentalmente en los taludes de los márgenes de las vías de comunicación (Figura 

36A). Por otro lado, se han realizado registros de los avistamientos de liebres en toda la 

región (Figura 36B) (Aránguez e Iriso, 2017). Como se mencionó anteriormente, estos 

dos lagomorfos han resultado ser los principales reservorios de L. infantum en la zona, lo 

que se ha demostrado mediante estudios de xenodiagnóstico directo llevados a cabo 

tanto con liebres (Molina y col., 2012) como con conejos (Jiménez y col., 2014), en los 

cuales ejemplares de ambos lepóridos, seropositivos a Leishmania mediante la prueba 

inmunocromatográfica rK39 (Inbios International Inc.), fueron expuestos a flebotomos de 

una colonia mantenida en el LEM (CNM-ISCIII). Además, estudios de seroprevalencia 

realizados en la zona han mostrado un elevado porcentaje de conejos y de liebres 

expuestos a L. infantum (Moreno y col., 2014). Estos datos se han visto reforzados con 

trabajos de detección molecular en los que se ha identificado ADN de L. infantum en 

muestras de piel, bazo e hígado recogidas de conejos y liebres de la región (Chicharro y 

col., 2017a).  

 

Figura 36. Presencia de conejos y liebres en el área afectada por el brote de leishmaniosis en el 
suroeste de la CM. A) Vivares de conejos registrados en la zona afectada por el brote de 
leishmaniosis; B) registro de avistamientos de liebres en la zona afectada por el brote de 
leishmaniosis. Fuente: modificado de Aránguez e Iriso, 2017. 

 

1.5.3.6. Medidas de actuación  

Desde la detección del brote en 2010 la Consejería de Sanidad, la Consejería de Medio 

Ambiente y los Ayuntamientos de los municipios afectados han llevado a cabo medidas 

de actuación en la región con el fin de controlar la transmisión del parásito. Para ello han 
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contado con el asesoramiento de expertos de diversos organismos como el ISCIII, las 

Facultades de Veterinaria y de Ciencias Biológicas de la Universidad Complutense de 

Madrid y el Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET) (Arce y col., 2013). 

Entre las actuaciones dirigidas a la reducción de la densidad del vector se encuentra la 

aplicación de productos insecticidas residuales dirigidos fundamentalmente a adultos. 

Para ello se aplicaron en potenciales puntos de cría, en el interior de los parques y en 

zonas colindantes con los núcleos de población. Se utilizaron dos tipos de insecticidas: 

piretroides de uso ambiental aplicados mediante nebulización (deltrametrina), con una 

periodicidad generalmente quincenal, realizando recorridos en el interior de los parques; y 

mediante rociamiento con cipermetrín con una periodicidad semanal, en el interior de 

registros de redes de alcantarillado, redes pluviales, imbornales y pasos de agua. Otras 

medidas se centraron en la modificación del hábitat con el fin de eliminar puntos que 

sirvieran de refugio al flebotomo, mediante el desbroce y limpieza de terrenos, la 

eliminación de escombreras, zonas de compostaje y almacenamiento de productos de 

poda, la limpieza y saneamiento de la red de alcantarillado y de las rejillas de recogida de 

aguas pluviales. Además, se han realizado actuaciones de control biológico, consistentes 

en la instalación de cajas anidaderas para fomentar la presencia de especies de aves 

insectívoras (herrerillo, carbonero, etc.) en los parques de Bosquesur y Polvoranca 

(Pablos y col., 2017).  

Junto con las actuaciones directas dirigidas a disminuir la población de flebotomos en la 

zona, también se realizaron actuaciones frente a los reservorios, principales fuentes de 

alimentación para los flebotomos. Inicialmente, los organismos responsables de llevar a 

cabo las actuaciones centraron sus esfuerzos en estudiar el papel del perro en el brote, 

ya que se trata del reservorio clásico de la leishmaniosis en los países de la cuenca 

mediterránea. Por ello, se efectuaron campañas de detección de leishmaniosis canina en 

clínicas veterinarias aprovechando las campañas oficiales de vacunación antirrábica e 

identificación de animales de compañía. Con el fin de aumentar el radio de actuación 

también se localizaron otras concentraciones de perros, como rehalas o jaurías, en las 

que se ofreció la posibilidad de realizar test rápidos. Estas campañas se realizaron entre 

2011-2013, resultando en una prevalencia de la leishmaniosis canina del 2%, similar e 

incluso inferior al promedio del resto de áreas de la CM. Al concluirse que liebres y 

conejos eran los reservorios implicados en el mantenimiento del ciclo silvestre en esta 

región se comenzaron a tomar medidas para el control de la población de estos lepóridos, 

realizando capturas masivas con el fin de disminuir su población. Las actuaciones frente 

a las liebres se realizaron mediante la colocación de redes verticales y con ojeadores 

especializados batiendo el terreno (Figura 37A), ya que estos lagomorfos no construyen 

madrigueras, sino que hacen camas en la superficie del terreno, refugiándose en zonas 

arbustivas. Una vez reducida y dispersada la población de liebres, se tomaron otras 

medidas como el uso de galgos, aves de cetrería e incluso armas de fuego en 

determinadas zonas autorizadas y con el correspondiente dispositivo de seguridad. Por 

otro lado, para la captura de conejos se usó el hurón y el capillo, la colocación de 
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sistemas de jaula-trampa tradicional (Figura 37B) y armas de fuego. Por último, también 

se destruyeron vivares de conejos, que además de servir para el control de la población 

de estos animales, permitió eliminar lugares de cría del flebotomo. Esta medida se ha 

concentrado en los meses que dura el periodo de cría del conejo (de febrero a octubre) y 

más exactamente coincidiendo con el periodo de máxima actividad del vector (de mayo a 

octubre) (Dirección General de Agricultura y Ganadería y Dirección General del Medio 

Ambiente. Tecnologías y Servicios Agrarios, S.A., 2017). 

Como también se ha mencionado anteriormente, perros y gatos no parecen estar jugando 

un papel importante en el mantenimiento del ciclo del parásito en esta región. Aun así, en 

el caso de los perros, se llevaron a cabo labores de información y asesoramiento en las 

explotaciones ganaderas para que se tomaran las medidas de control adecuadas. Así 

mismo, desde principios de 2012 se valoró el control de las colonias de gatos callejeros. 

Además, se adoptaron medidas para el control de animales abandonados (Arce y col., 

2013). 

 

Figura 37. Métodos de captura de lagomorfos. A) Redes para captura de liebres; B) jaula-trampa 
utilizada para la captura de conejos. Fuente: modificado de Dirección General de Agricultura y 
Ganadería y Dirección General del Medio Ambiente. Tecnologías y Servicios Agrarios, S.A., 2017. 
 

Por último, se han realizado campañas de información a la población en general, como el 

reparto de trípticos y carteles por los centros municipales, centros educativos, centros de 

salud y clínicas veterinarias (Figura 38), la publicación de artículos de prensa relativos a 

la protección de los ciudadanos ante los flebotomos en las revistas y webs municipales, o 

recomendaciones para el mantenimiento de zonas ajardinadas en comunidades de 

vecinos, administradores de fincas y empresas. También se han instalado carteles 

informativos a la entrada de los grandes parques urbanos con recomendaciones para la 

prevención y se ha informado a los Consejos Locales de Salud, que se reúnen 

periódicamente y en los que participan asociaciones de vecinos, de enfermos, de 

personas de la tercera edad, de mujeres, de inmigrantes; y a los hospitales del Área 

sanitaria, los partidos políticos y los sindicatos (Pablos y col., 2017).  
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Figura 38. Tríptico “La leishmaniasis, cómo protegerte” publicado por la CM, el Colegio Oficial de 
Veterinarios de Madrid (COLVEMA) y los ayuntamientos de Fuenlabrada, Leganés, Getafe y 
Humanes de Madrid. Fuente: página web del COLVEMA 
(https://www.colvema.org/pdf/folletos/Folleto-Leishmaniosis-2012.pdf).  

 

https://www.colvema.org/pdf/folletos/Folleto-Leishmaniosis-2012.pdf
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2. OBJETIVOS 

Desde 2010 se viene declarando un aumento inusual de casos de leishmaniosis humana 

en la región suroeste de la CM, constituyendo un brote que aún no se considera 

concluido. La zona afectada se trata de un área urbana colindante a una gran zona verde 

de reciente creación, por lo que la singularidad del brote es mayor ya que no se había 

descrito una situación similar ni en España, ni en Europa. Por tal motivo, se estimó 

necesaria la realización de un estudio exhaustivo del ciclo biológico de L. infantum en la 

zona del brote, prestando especial atención a los aspectos entomológicos de la 

transmisión. Así, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido el estudio de 

las poblaciones y de los aspectos biológicos que relacionan al parásito y a los flebotomos 

presentes en la zona del brote. Para ello se diseñaron muestreos intensivos en el área 

afectada por el brote que se llevaron a cabo entre los meses de junio y octubre de 2012, 

2013 y 2014. 

Para el desarrollo del objetivo general planteado, se establecieron los siguientes objetivos 

concretos: 

 Estudio de la abundancia, distribución y dinámica estacional de las especies de 

flebotomos presentes en el área de estudio. 

 Aislamiento de promastigotes a partir de flebotomos capturados en la zona de 

estudio y establecimiento de las tasas de infección por L. infantum. 

 Caracterización molecular de los aislados obtenidos. 

 Detección de ADN de L. infantum y de otros posibles tripanosomátidos en 

flebotomos mediante métodos moleculares. 

 Determinación de la carga parasitaria mediante qPCR en flebotomos infectados 

por L. infantum. 

 Estudio de las preferencias alimentarias en las hembras de flebotomo que 

contenían sangre en su tubo digestivo en el momento de su captura. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Descripción del área del estudio entomológico 

El área en donde se llevaron a cabo los estudios entomológicos se localiza en dos 

parques forestales de carácter periurbano situados en el suroeste de la CM y que se 

encuentran rodeados por los municipios afectados por el brote de leishmaniosis 

detectado en el año 2010. En primer lugar, el Parque Forestal de Bosquesur que con una 

superficie de 323 ha, se encuentra ubicado entre cuatro municipios: Fuenlabrada, Getafe, 

Leganés y Pinto. En segundo lugar, el Parque Forestal de Polvoranca, de menor tamaño 

que el anterior (150 ha), ubicado exclusivamente en el municipio de Leganés, aunque es 

colindante con Alcorcón y Fuenlabrada (Consejería de Medio Ambiente Administración 

Local y Ordenación del Territorio, 2018). La población total de los cuatro municipios en 

los que se encuentra el Parque de Bosquesur es de 611.119 habitantes (a 1 de enero de 

2017), siendo Fuenlabrada y Leganés los más poblados, con 194.669 y 187.720 

habitantes, respectivamente (INE, 2018). 

Ambas áreas han sufrido cambios drásticos en un periodo corto de tiempo pues el uso 

tradicional del suelo era agrícola, fundamentalmente cultivos de secano. Las dos zonas 

se han repoblado con diversas especies arbóreas como encinas, sauces, chopos, alisos, 

fresnos, pinos; y arbustos tales como romero, espliego, salvia, espino albar y retama 

(Consejería de Medio Ambiente Administración Local y Ordenación del Territorio, 2018). 

En cuanto a la fauna presente en el área estudiada, no hay registros previos al comienzo 

de la construcción del parque, pero sus características de suelo agrícola para cultivo de 

secano harían de la zona un hábitat idóneo para mamíferos como el conejo, la liebre, la 

rata común, el ratón común, el ratón de campo, el topillo mediterráneo, el topo, el erizo 

común y el murciélago enano (Purroy Iraizoz y Varela, 2003). En cuanto a la población de 

aves, existen tanto aves propias de zonas de cultivo como urbanas y aves ligadas a 

medios acuáticos. Entre las especies de los dos primeros grupos se encuentran el gorrión 

común, el jilguero, la urraca, la golondrina común y la collalba gris. En cuanto a las aves 

propias de sistemas acuáticos, se encuentran el ánade real, la lavandera blanca, el mirlo 

común, el cisne y la oca (Rodríguez Rodríguez, 2010). 

El área de realización de los estudios entomológicos se incluye dentro del piso 

bioclimático mesomediterráneo, con fuertes contrastes entre veranos, con clima muy 

seco y altas temperaturas, e inviernos, muy fríos y secos (Consejería de Medio Ambiente 

Administración Local y Ordenación del Territorio, 2007). Según los datos registrados en la 

estación meteorológica más cercana, situada en el municipio de Getafe, la temperatura 

media anual de la región se sitúa en torno a los 15ºC y una precipitación media anual de 

365 mm, presentando un ombrotipo de tipo seco (AEMET, 2018). El rango altitudinal de la 

zona es muy uniforme, oscilando entre los 655 m y los 691 m. 

El suelo de esta región está formado por arenas y arcillas (Rodríguez-Rodríguez, 2010). 

Además, existe una gran laguna artificial ubicada en el Parque de Polvoranca que 
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constituye el ecosistema acuático más importante de la zona junto con el arroyo Culebro, 

afluente del Manzanares (Consejería de Medio Ambiente Administración Local y 

Ordenación del Territorio, 2007).  

En la zona se han ido construyendo diversas infraestructuras como autovías y vías de 

ferrocarril que, a lo largo de los años, han modificado el entorno tradicionalmente agrario, 

y han dado lugar a la aparición de barreras físicas para la fauna de la zona, así como 

abundantes taludes, que constituyen espacios idóneos para las madrigueras de conejos 

(Figura 39).  

 

Figura 39. Plano  del  proyecto  del  Parque  Forestal  de  Bosquesur  donde  se  muestran  las 
diferentes infraestructuras viarias de la zona. Fuente: página web de la CM 
(http://www.madrid.org/cs/Satellite?blobcol=urldata&blobheader=application%2Fpdf&blobheaderna
me1=Content-Disposition&blobheadervalue1=filename%3DBosquesur.pdf). 
 
 

3.2. Estudio entomológico 

3.2.1. Estaciones de muestreo 

Los muestreos entomológicos se llevaron a cabo mensualmente desde junio a octubre, 

coincidiendo con el periodo de actividad de los flebotomos, durante los años 2012, 2013 y 

2014. Los muestreos se realizaron en cuatro estaciones distribuidas en dos municipios: 

Fuenlabrada, donde se ubicaron tres estaciones (ATE, BOS y JIC) y Leganés, con una 

estación de muestreo (POL) (Figura 40). En cada estación se colocaron mensualmente 

http://www.madrid.org/cs/Satellite?blobcol=urldata&blobheader=application%2Fpdf&blobheadername1=Content-Disposition&blobheadervalue1=filename%3DBosquesur.pdf%20
http://www.madrid.org/cs/Satellite?blobcol=urldata&blobheader=application%2Fpdf&blobheadername1=Content-Disposition&blobheadervalue1=filename%3DBosquesur.pdf%20
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dos trampas de luz tipo CDC en sendos puntos de muestreo, cuya geolocalización y 

altitud se muestra en la Tabla 2. Al mismo tiempo, en cada una de las estaciones de 

muestreo se colocaron 20 trampas adhesivas.  

 

Figura 40. Mapa de la zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomológico y localización de 
las estaciones de muestreo. Fuente: modificada de Google Maps. 
 

Las estaciones de muestreo ATE y JIC se localizan en centros educativos, 

concretamente en el Instituto de Enseñanza Superior (IES) José Luis López Aranguren, 

anteriormente denominado IES Atenea, y en el Centro de Educación Especial (CEE) Sor 

Juana Inés de la Cruz, respectivamente. El IES Atenea se ubica al noreste del municipio 

de Fuenlabrada, junto a una instalación deportiva municipal. Por otro lado, el CEE Sor 

Juana Inés de la Cruz está ubicado al noroeste del municipio, junto a una amplia zona 

residencial, la urbanización El Naranjo, limítrofe con el Parque Forestal de Bosquesur. 

Las otras dos estaciones, BOS y POL, se localizan en sendos º de la CM. La estación 

BOS se ubica en la parte norte de Fuenlabrada, dentro del Parque Forestal de 

Bosquesur, junto a la estación de cercanías de La Serna. La estación POL se situa dentro 

del Parque Forestal Polvoranca, localizado en la zona suroeste del municipio de Leganés 

y limita al sur con el municipio de Fuenlabrada. Ambos CEA poseen huertos, zonas de 

compostaje, de almacenamiento de aperos de labranza y un pabellón donde se llevan a 

cabo actividades educativas.  
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Tabla 2. Georreferenciación y altitud de cada punto de muestreo. 

 
 
 

Los datos de temperatura y humedad relativa se registraron cada diez minutos mediante 

data loggers (Velleman® DVM171HD) (Figura 41) colocados en cada una de las trampas 

CDC (Figura 50B), haciendo un total de 8 registros en cada mes de muestreo. Para el 

estudio fenológico se utilizaron los datos de salida y puesta de sol de cada día de 

muestreo según los registros del Instituto Geográfico Nacional (Tabla 3) (Instituto 

Geográfico Nacional, 2018), coincidiendo con el periodo de actividad diario de los 

flebotomos.  

 

 

 

 

 

Figura 41. Data logger utilizado para 
el registro de la temperatura y 
humedad relativa en cada punto de 
muestreo. Fuente: LEM (CNM, 
ISCIII). 
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Tabla 3. Horarios de la puesta de sol y del amanecer durante los días de muestreo. 

 Año 

 
2012 2013 2014 

Mes Día 
  

Día 
 

 

Día 
 

 

JUNIO 

20 6:45 21:48 19 6:44 21:48 11 6:44 21:45 

21 6:45 21:48 20 6:45 21:48 12 6:44 21:45 

22 6:45 21:49 21 6:45 21:48 13 6:44 21:46 

JULIO 

16 6:58 21:43 15 6:57 21:44 16 6:58 21:43 

17 6:59 21:42 16 6:58 21:43 17 6:59 21:43 

18 7:00 21:45 17 6:59 21:42 18 7:00 21:42 

AGOSTO 

21 7:32 21:03 12 7:23 21:16 19 7:29 21:07 

22 7:33 21:02 13 7:24 21:15 20 7:30 21:05 

23 7:34 21:00 14 7:25 21:13 21 7:31 21:04 

SEPTIEMBRE 

18 7:59 20:18 16 7:56 20:22 8 7:49 20:36 

19 8:00 20:16 17 7:57 20:20 9 7:50 20:34 

20 8:01 20:15 18 7:58 20:19 10 7:50 20:32 

OCTUBRE 

15 8:26 19:34 15 8:26 19:35 7 8:17 19:48 

16 8:27 19:33 16 8:27 19:33 8 8:18 19:46 

17 8:28 19:31 17 8:28 19:32 9 8:19 19:44 

 

3.2.2. Métodos de muestreo  

3.2.2.1. Trampas adhesivas 

Para la preparación de las trampas adhesivas utilizadas en los estudios entomológicos se 

utilizaron hojas de papel blanco de un tamaño de 20x20 cm marcadas con el sello del 

ISCIII para su identificación. Las hojas se impregnaron con aceite de ricino (Panreac®), 

manteniéndolas en un recipiente hasta el momento de su colocación, en el que se 

retiraba el exceso de aceite (Figura 42A). Los flebotomos quedan retenidos en el papel 

gracias a la alta capacidad adhesiva proporcionada por el aceite. Puesto que se trata de 

trampas de interceptación, estas fueron colocadas en potenciales lugares de reposo o 

paso de los flebotomos, como por ejemplo tubos de desagüe, grietas del suelo, tajeas o 

leñeras, etc. Para la colocación de algunas de las trampas se utilizó una varilla de 

madera que era clavada en el suelo. En otros casos, las trampas simplemente eran 

situadas sobre rejillas o enrolladas y colocadas en zonas con escombros y restos de 

madera (Figuras 43-46). Las trampas se dejaron a lo largo de dos noches consecutivas, 

siendo recogidas y almacenadas individualmente entre hojas de papel (tamaño DINA3) 

plegadas por la mitad (Figura 42B), para ser procesadas posteriormente en el laboratorio. 

Las trampas fueron numeradas correlativamente a lo largo de los tres años de muestreo 

para la correcta recogida y archivo de los datos.  
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Figura 42. Muestreo con trampas adhesivas. A) Recipiente de plástico donde se conservan las 
hojas de papel impregnadas con aceite de ricino hasta su colocación. B) Momento de recogida y 
almacenamiento de una trampa adhesiva para su conservación y transporte al laboratorio. Fuente: 
LEM (CNM, ISCIII). 
 

Las trampas adhesivas permiten determinar la densidad de flebotomos capturados 

mediante el cálculo del número de flebotomos por m2 de superficie muestreada 

(flebotomos/m2). Para el cálculo de la superficie se ha de tener en cuenta que cada cara 

de una trampa tiene una superficie de 400 cm2, y que los flebotomos pueden quedarse 

adheridos por ambas caras, por lo que la superficie total de captura por trampa es de 800 

cm2, lo que equivale a 0.08 m2.  

 

Figura 43. Colocación de las trampas adhesivas en la estación ATE junto a los muros del recinto, 
en zonas de vegetación (A) y con restos de madera y escombros (B). Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 
 

A B 
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Figura 44. En la estación BOS las trampas se situaron en rejas que cubren los aparatos de aire 
acondicionado (A), taludes con vegetación y madrigueras de conejos (B), rejillas de alcantarillado 
(C) y tajeas (D). Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 
 
 

 

Figura 45. Localización de las trampas adhesivas en la estación JIC. A) Junto a una caseta de 
ladrillo. B) A lo largo del muro colindante al Parque Forestal de Bosquesur. Fuente: LEM (CNM, 
ISCIII). 
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Figura 46. Ubicación de las trampas adhesivas en la estación POL: A) zonas con vegetación; B) 
en composteras; C) y D) alrededor de una caseta junto a la que se almacenaban restos de 
madera. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 
 

Cada trampa fue procesada de manera individual, despegando los flebotomos adheridos 

al papel con ayuda de un pincel humedecido en etanol de 96º para poder disolver el 

aceite de ricino (Figura 47A). Los flebotomos de cada trampa fueron almacenados en un 

tubo con etanol de 96º, rotulado con el número identificativo de la trampa, donde 

permanecieron durante 72 h con el fin de eliminar la mayor cantidad posible de aceite de 

ricino. A continuación, se realizó el recuento de hembras, con y sin sangre, y de machos, 

almacenándose por separado en tubos con etanol de 70º que fueron conservados a 4ºC 

hasta su procesamiento. Las hembras con sangre en el abdomen se conservaron para 

posteriores análisis moleculares mientras que las hembras restantes fueron aclaradas en 

medio de Marc-André durante 24 h a 37ºC y montadas en medio de Hoyer (Figura 47B) 

para su posterior clasificación con la ayuda de un microscopio de contraste de fases. Los 

machos fueron montados directamente en medio de Hoyer y clasificados 

taxonómicamente con ayuda de un microscopio. 

Figura 47. Procesamiento de 
los ejemplares capturados 
con las trampas adhesivas. 
A) Manipulación de una 
trampa adhesiva para retirar 
con un pincel los flebotomos 
adheridos al papel; B) pre- 
paraciones de hembras de 
flebotomo montadas en me- 
dio de Hoyer. Fuente: LEM 
(CNM, ISCIII). 
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La clasificación taxonómica de los ejemplares se realizó utilizando las claves pictográficas 

que se muestran en las Figuras 48 y 49. Para la identificación taxonómica de las hembras 

de los flebotomos, los caracteres principales utilizados fueron la presencia o ausencia de 

cibario armado en su faringe, el aspecto de la armadura faríngea y la morfología de los 

conductos, cuerpo y cabeza de la espermateca, así como la forma de los divertículos 

basales (ver Figura 12). En el caso de los machos de flebotomo, los caracteres 

principales que se utilizaron para su identificación taxonómica fueron la morfología de la 

valva peneana, la forma del estilo, el número y disposición de las espinas en el estilo, el 

lugar de inserción del tufo del coxito y la forma del parámero (ver Figura 13). 

 

Figura 48. Características taxonómicas de la espermateca, cibario y armadura faríngea de las 
hembras de flebotomo de las especies presentes en la Península Ibérica. A) Cibario y 
espermateca de S. minuta; B) espermateca de P. mascitti; C) espermateca de P. ariasi; D) 
espermateca de P. perniciosus; E) espermateca de P. langeroni; F) faringe y espermateca de P. 
alexandri; G) faringe y espermateca de P. chabaudi; H) faringe y espermateca de P. sergenti; I) 
faringe y espermateca de P. papatasi. Fuente: modificado de Gállego-Berenguer y col., 1992; 
Martinez-Ortega y col., 1996. 
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Figura 49. Características taxonómicas de la genitalia de los machos de flebotomos de las 
especies existentes en la Península Ibérica. A) S. minuta; B) P. mascitti; C) P. ariasi; D) P. 
perniciosus; E) P. langeroni; F) P. alexandri; G) P. chabaudi; H) P. sergenti; I) P. papatasi. Fuente: 
modificado de Gállego-Berenguer y col., 1992; Martinez-Ortega y col., 1996. 
 
 

Reactivos empleados para el aclarado y montaje de los flebotomos 

1) Medio de aclarado Marc-Andrè 

 Disolver 40 g de hidrato de cloral (Merck®) en 30 ml de agua destilada. 

 Añadir 30 ml de acético glacial. 

 

2) Medio de montaje Hoyer 

 Disolver 30 g de goma arábiga (Merck®) y 200 g de hidrato de cloral en 20 ml de 

glicerina (Merck®) y 50 ml de agua destilada.  

 Filtrar la mezcla a través de papel de filtro antes de su uso. 

 

3.2.2.2. Trampas de luz tipo CDC 

Las trampas de luz tipo CDC (John W. Hock®) son trampas de atracción en las que los 

flebotomos se ven atraídos por una fuente de luz, siendo succionados al acercarse a la 

trampa. Estas trampas constan de una bombilla de tipo incandescente conectada a una 

batería, un ventilador y una jaula. Los flebotomos quedan atrapados en la jaula sin 

posibilidad de salir debido a la permanente corriente de aire ejercida por el ventilador 

(Figura 50). Estas trampas se colocaron durante dos noches consecutivas en los dos 

puntos de muestreo de cada estación (especificados en la Tabla 2), siendo reemplazadas 

cada mañana. Las trampas se ubicaron en lugares donde estuvieran lo más protegidas 

posible de la acción del viento y de la influencia de fuentes de luz artificial que pudieran 

interferir en la captura de los flebotomos durante la noche. Las jaulas retiradas de las 
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trampas cada mañana se guardaban en bolsas transparentes que contenían una bola de 

papel humedecido con agua para mantener el grado de humedad adecuado. A su vez, 

cada jaula era colocada en otra bolsa de color negro, en las cuales eran trasladadas 

hasta el laboratorio, donde ya era posible mantener las jaulas en las condiciones 

adecuadas dentro de una cámara climática.  

 

 

Figura 50. Trampas de luz tipo CDC en las que se señalan los diferentes componentes. A) 
Trampa de luz colgada de un árbol en el punto de muestreo JIC2; B) trampa de luz colocada en el 
punto de muestreo POL2. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 
 

En la estación ATE, las trampas se colocaron en zonas ajardinadas del interior del patio 

del centro educativo y cerca de las instalaciones deportivas adyacentes (Figura 51A). En 

la estación BOS, una de las trampas se colgó de un cartel informativo, junto a la valla que 

separa el centro del parque forestal y a una rejilla de un sumidero de agua de lluvia 

(BOS1), mientras que la otra trampa se ubicó en el alero de una caseta de madera 

(BOS2). Además, las dos trampas se ubicaron en la parte más alejada del camino de 

paso del parque, lejos de otras fuentes de luz (Figura 51B). En la estación JIC, la trampa 

del punto JIC1 se colocó junto a una caseta de ladrillo ubicada dentro del patio del centro 

educativo, mientras que en el segundo punto (JIC2) la trampa se colgó de la rama de un 

árbol presente en un terreno vallado adyacente al centro educativo, limítrofe al Parque 

Forestal de Bosquesur (Figura 51C). Por último, en la estación POL, la trampa del punto 

POL1 se colocó junto a una caseta de madera y una leñera; mientras que la trampa del 

punto POL2 se colgó de una valla, junto a un huerto y a una zona de compostaje, con 

diversas plantas como vides, cidronela y hierbabuena (Figura 51D). 
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Figura 51. Localización de las trampas de luz tipo CDC en las cuatro estaciones de muestreo: A) 
ATE; B) BOS; C) JIC; D) POL. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 

Cada trampa de luz fue procesada individualmente. Por un lado, las hembras vivas sin 

sangre eran separadas con ayuda de un capturador de boca y anestesiadas con CO2, 

para luego colocarlas en una placa Petri con PBS 1X y detergente al 5%. Estas hembras 

se disecaban con el fin de estudiar la presencia de promastigotes en los tubos digestivos 

a la vez que eran clasificadas taxonómicamente (apartado 3.3). El resto de ejemplares 

(machos vivos y muertos, hembras muertas con y sin sangre, y hembras vivas con 

sangre) eran conservados por separado en tubos con etanol de 70º a 4 ºC. Los machos 

fueron clasificados directamente bajo el microscopio, sin utilizar medio de montaje, 

mientras que las hembras fueron procesadas para su análisis molecular (Figura 52).  
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Figura 52. Esquema del procesamiento de las hembras y machos capturados mediante trampas 
de luz tipo CDC. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 
 

A partir del número total de flebotomos capturados mediante trampas de luz se calculó la 

abundancia relativa de cada especie: (Nº de flebotomos capturados de una especie/Nº 

total de flebotomos capturados) x 100. 

 

3.3. Disección de las hembras de flebotomo capturadas vivas 

La disección de hembras capturadas vivas con las trampas CDC permite visualizar, con 

ayuda de un microscopio de contraste de fases, la presencia de promastigotes en el tubo 

digestivo en aquellos ejemplares que se encuentren infectados, permitiendo determinar 

las tasas de infección por Leishmania spp. También permite llevar a cabo el aislamiento 

de los promastigotes detectados para su posterior cultivo, conservación y caracterización 

molecular. Hay que señalar que no se pudo realizar la disección de todas las hembras 

vivas sin sangre en aquellos muestreos en los que las capturas fueron excepcionalmente 

altas. En esos casos, las hembras no disecadas fueron conservadas en etanol de 70º a 

4ºC y una parte de las mismas (10%) fue analizada mediante métodos moleculares, al no 

ser asumible por el laboratorio el procesado de todas las muestras.  

Para la disección de las hembras todo el material utilizado fue esterilizado previamente 

en horno o autoclave. Con ayuda de agujas entomológicas estériles, las hembras, 

previamente colocadas en una placa de Petri con PBS 1X y detergente al 5%, se 

dispusieron individualmente sobre una gota de PBS 1X estéril. El detergente permite 

eliminar las ceras que recubre la cutícula de los flebotomos, facilitando que se sumerjan 

totalmente y no floten. En primer lugar, utilizando las mismas agujas entomológicas, se 

retiraron la cabeza, las patas y las alas y posteriormente, se pasó el tórax y el abdomen a 

otra gota de PBS, en la cual se extraía fuera del abdomen, con sumo cuidado, el aparato 

digestivo completo (Figura 53). Finalmente, el tubo digestivo se pasaba a una tercera 

gota de PBS 1X, donde también se colocaba la genitalia, para posteriormente colocar un 

cubreobjetos circular estéril de 10 mm de diámetro y proceder a su observación en el 

microscopio de contraste de fases para detectar la posible infección (Figura 54) y 

clasificar taxonómicamente el ejemplar.  
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Figura 53. Proceso de disección del tubo digestivo de una hembra de flebotomo bajo microscopio 
estereoscópico. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 

 

 

Figura 54. Observación del tubo digestivo bajo microscopio de contraste de fases para detectar la 
presencia de formas flageladas. A) Tubo digestivo infectado con promastigotes de Leishmania 
observado a un aumento de 100X; B) Detalle a un aumento de 400X de la VE de un flebotomo 

bloqueada por la presencia de un elevado número de promastigotes. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 

 

3.4. Aislamiento de promastigotes a partir del tubo digestivo infectado de un 

flebotomo 

En aquellos casos en los que se observaron promastigotes en el tubo digestivo, se 

procedió a su aislamiento. Para ello se aplicaba una ligera presión sobre el cubreobjetos, 

con el fin de liberar los promastigotes del tubo digestivo. Luego, con ayuda de unas 

pinzas de punta curva extrafina, se retiraba el cubreobjetos y con una pipeta Pasteur 

estéril de plástico se recogía el PBS 1X que contenía los promastigotes para su siembra 

en tubos de rosca con 200 µl de medio M199 (Sigma-Aldrich®) suplementado con suero 

bovino fetal (SBF) (20%) (HyClone®) y penicilina-estreptomicina (1,6%) (10.000 U/ml de 

cada antibiótico) (Lonza BioWitthaker®). Este paso era repetido añadiendo un par de 

gotas de PBS 1X para sembrar un segundo tubo, recogiendo así el máximo número de 

promastigotes posible. Todo el procedimiento se realizó utilizando un mechero Bunsen 

que permitía generar una zona de trabajo estéril en la que trabajar y esterilizar, mediante 

flameado, las agujas entomológicas entre cada disección.  

Los tubos eran incubados en una estufa de cultivos a 27ºC durante 3-4 días, tras los 

cuales se comprobaba el crecimiento del parásito. En aquellos aislados donde se observó 

proliferación de los promastigotes, su contenido era trasvasado a tubos con medio Novy-

MacNeal-Nicolle (NNN) al que se le añadía medio RPMI suplementado con SBF (10%) 

(Lonza BioWitthaker®) y penicilina-estreptomicina (0,8%) (10.000 U/ml de cada 

antibiótico) (Lonza BioWitthaker®).  
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Finalmente, los aislados se cultivaron en frascos para cultivo (Falcon®) con medio NNN y 

RPMI, para obtener un mayor volumen de cultivo y poder proceder a la extracción de 

ácidos nucleicos y el almacenamiento en nitrógeno (N2) líquido de cada aislado.  

Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de los promastigotes  

- Medio de cultivo NNN 

1) Preparación del agar: 

o Bacto-agar (Conda®): 14 g 

o NaCl (Merck®): 6 g 

o Agua destilada c.s.p.: 900 ml 

Mezclar los reactivos y llevar a ebullición. Esterilizar en autoclave a 120ºC y 1 atm, 

durante 20 min. 

2) Preparación de los tubos: 

Se funde el agar y se deja atemperar a 50ºC. Se realiza la mezcla de agar, sangre 

y antibióticos: 

o Agar: 50 ml 

o Sangre desfibrinada de conejo: 25 ml 

o Penicilina-estreptomicina (Lonza BioWitthaker®) (10.000 U/ml de cada uno): 5 ml 

Se mezcla con cuidado y se añade a cada tubo 2 ml, colocándolos en plano 

inclinado hasta que el agar solidifique. En el caso de los frascos Falcon, se 

añaden 12 ml de la mezcla y se reparte de manera que forme una película fina en 

la pared del frasco. Tanto los tubos como los frascos se conservan a 4ºC. 

3.4.1. Crioconservación de promastigotes en N2 líquido 

Para la crioconservación en N2 líquido, el cultivo era centrifugado a 4ºC durante 5 min a 

una velocidad de 1.500 rpm. Se retiraba el medio líquido y el precipitado formado por los 

promastigotes era resuspendido con una mezcla de 3,5 ml de medio RMPI (Sigma-

Aldrich®), 1 ml de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®) y 0,5 ml de SBF (HyClone®). 

La mezcla final era distribuida en criotubos a razón de 1 ml en cada uno. Para que el 

proceso de congelación fuera progresivo, los tubos eran envueltos en algodón y 

conservados dentro de una caja de corcho un mínimo de 24 h a -80ºC para después 

proceder a su almacenamiento definitivo en N2 líquido. 
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3.5. Caracterización de los aislados 

3.5.1. Extracción de ADN a partir de cultivos de Leishmania 

Para la extracción de ADN de los cultivos de promastigotes obtenidos de los flebotomos, 

los promastigotes fueron concentrados por centrifugación (10 min a 4ºC y 3000 rpm) y 

lavados con cloruro sódico (NaCl) al 0,3%, que provoca la lisis de los eritrocitos, y PBS 

1X, obteniendo un precipitado de promastigotes libre de glóbulos rojos y restos de medio 

de cultivo. Los lavados se realizaron mediante la resuspensión y posterior centrifugación, 

siguiendo las condiciones anteriores. 

A partir del sedimento obtenido se realizó la extracción de ADN utilizando los reactivos 

“DNeasy Blood & Tissue kit” (Qiagen®), siguiendo el protocolo proporcionado por la casa 

comercial. Se realizaron dos eluciones de 100 µl en tampón de elución. 

3.5.2. Cuantificación de ADN 

Para la determinación de la concentración de ácidos nucleicos se llevó a cabo la medida 

de la absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 

(NanodropTM). El grado de pureza de las muestras de ADN fue determinado mediante el 

cociente A260/A280, que se consideró adecuado cuando los valores estaban 

comprendidos entre 1,6 y 2. 

3.5.3. Amplificación mediante PCR de las regiones ITS1 e ITS2 

Para la identificación de los promastigotes aislados se llevó a cabo la amplificación de las 

regiones ITS de los genes ribosomales ITS1 (300-350 pb) e ITS2 (700-750 pb) siguiendo 

los estudios de El Tai y col., 2000, con ligeras modificaciones. Esta amplificación se  

realizó en un volumen final de 50 µl en los que se añadieron: 5 µl de Buffer 10X 

(Biotools®), 3 µl de MgCl2 50 mM (Biotools®), 1 µl de dNTPs 10 mM (Biotools®), 2 µl de 

BSA 20 mg/ml (Roche®), 0,5 µl de la enzima “HotSplit DNA Polymerase” (Biotools®), 1 µl 

de cada cebador a una concentración de 25 pmol y agua libre de ADNasas (Sigma-

Aldrich®) hasta completar el volumen. Los cebadores utilizados y las condiciones de la 

reacción se especifican en las Tablas 4 y 5. En todas las reacciones se incorporaron un 

control negativo de PCR y un blanco de extracción. 

Tabla 4. Cebadores utilizados en la amplificación de las regiones ITS1 e ITS2. 

Región Nombre Secuencia (5’-3’) Referencia 

ITS1 
MEST-1 

MEST-2 

CTG GAT CAT TTT CCG ATG 

TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT 

El Tai y col., 2000 

ITS2 
MEST-3 

MEST-4 

AAG TGC GAT AAG TGG TA 

ACA CTC AGG TCT GTA AAC 
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Tabla 5. Condiciones de la amplificación de las regiones ITS1 e ITS2. 

 Etapa Temperatura (ºC)  Tiempo Repeticiones 

Desnaturalización inicial 94  6 min 1 

Desnaturalización 95  20 s 

32 Anillamiento 53  30 s 

Polimerización 72  1 min 

Extensión final 72  10 min 1 

 

Para evitar contaminaciones durante el análisis molecular de las muestras, la Master Mix 

para la PCR se llevó a cabo en un laboratorio separado donde no se manipula muestra 

alguna de ADN ni se introduce material que haya estado en contacto con ADN. Así 

mismo, los termocicladores utilizados se ubicaban en una sala aparte. Por otro lado, se 

utilizaba material exclusivo en cada sala. Estas precauciones fueron adoptadas en todos 

los protocolos de amplificación de ácidos nucleicos que se describen en apartados 

posteriores.  

3.5.4. Electroforesis de ácidos nucleicos 

Tras las reacciones de PCR, se llevó a cabo la separación de ácidos nucleicos según su 

peso molecular mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa D-1 (Conda®) al 

1,5%, en solución TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Para la visualización 

de las bandas de ADN se añadió el reactivo “Pronasafe Nucleic Acid Staining Solution” 

(10 mg/ml) (Conda®) a la solución de agarosa a una concentración final de 0,8 μg/ml. 

Para la carga de las muestras en el gel se utilizó una solución de azul de bromofenol 

(0,25%), glicerol (30%) y agua destilada como tampón de carga. Para la estimación del 

peso molecular de los fragmentos separados se utilizaron patrones de peso molecular 

conocido: marcador de 100 pb de rango 100-1.000 pb (Biotools®) y marcador de 1 Kb de 

rango 250-10.000 pb (Biotools®). El proceso de electroforesis se realizó en cubetas Bio-

Rad®
 a voltaje constante. Finalmente, los geles se observaron en un transiluminador 

mediante exposición a luz UV, el cual estaba conectado a un sistema de captura de 

imágenes DNR MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems Ltd.), usando el programa GelCapture 

(Bio-Imaging Systems Ltd.). 

3.5.5. Purificación de las bandas 

Tras la electroforesis en gel de agarosa, las bandas observadas en el transiluminador 

fueron separadas del gel con ayuda de un bisturí y purificadas mediante el kit “QIAquick 

Gel Extraction” (Qiagen®), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Para evitar 

contaminación cruzada entre las muestras se utilizó una hoja de bisturí estéril para cada 

una de las bandas. La elución final fue cuantificada para determinar la concentración de 

ADN obtenida tras la purificación (Apartado 3.5.2). 
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3.5.6. Secuenciación y análisis bioinformático de las secuencias 

El ADN obtenido tras la purificación de bandas fue sometido a un proceso de 

secuenciación llevado a cabo según el método enzimático de terminación de cadena o 

método didesoxi de Sanger (Sanger y col., 1977). Para la secuenciación se preparaba 

una mezcla del ADN purificado, a razón de 1 ng de ADN por cada 100 pb del fragmento 

final a secuenciar, y el cebador correspondiente a una concentración de 6 pmol/μl, en un 

volumen final de 10 µl. Esta mezcla era remitida a la Unidad de Genómica del ISCIII, 

donde se llevaba a cabo a una reacción de amplificación empleando “Big Dye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing kit” (PE Biosystems®). Los cebadores utilizados para la 

secuenciación fueron los mismos que los descritos para la reacción de amplificación. En 

el caso de la secuenciación del fragmento ITS2, se diseñaron un par de cebadores 

internos: F1int_ITS2 (5’-TGT GTG GGT GCG CGC GTG-3’) y F2int_ITS2 (5’-TGC ACT 

CTC TTT TGT GTG-3’). La lectura de cada secuencia se realizó en un secuenciador ABI 

PRISM 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems®). 

Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante el programa bioinformático 

ChromasPro (Technelysium). Por otro lado, la alineación de las secuencias se llevó a 

cabo mediante el programa Megalign y Seqman (DNAStar® Lasergen), utilizando el 

método ClustalW que permite estudiar las regiones polimórficas e identificar el genotipo 

de los aislados (Kuhls y col., 2005). Para la búsqueda de homologías e identificación de 

las secuencias en la base de datos Genbank® se utilizó el programa BLAST® (NCBI; 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

3.6. Estudio de las tasas de infección de flebotomos mediante detección 

molecular  

3.6.1. Extracción de ácidos nucleicos a partir de flebotomos 

El primer paso para la extracción de ácidos nucleicos a partir de flebotomos fue el lavado 

de los mismos para eliminar el etanol de 70º en el que estaban conservados. Para ello, 

los flebotomos fueron sometidos a 8 lavados en placas de ELISA de 96 pocillos 

(Corning®) en las cuales se dispuso 200 µl de agua estéril en cada pocillo. El proceso de 

lavado se realizó por agitación utilizando un agitador IKA KS 130 basic (IKA®) durante 5 

min cada lavado y a una velocidad de agitación de 400 mot. Los flebotomos se colocaban 

en la primera fila de pocillos con ayuda de unas pinzas blandas, transfiriéndose a la fila 

siguiente tras los 5 min de cada lavado (Figura 55).  

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 55. Esquema del proceso de lavado en placas de ELISA de los flebotomos. Fuente: LEM 

(CNM, ISCIII). 

 

A continuación, los flebotomos fueron disecados individualmente sobre un portaobjetos 

con ayuda de un microscopio estereoscópico, separando patas, alas, cabeza y genitalia 

con agujas entomológicas estériles. El tórax y el abdomen se disponían en un tubo de 

rosca con 50 µl de tampón de lisis (Figura 56).  

 

 

Figura 56. Disección de una hembra de flebotomo para la posterior extracción de ADN. A) 
Eliminación de patas y alas; B) separación de la cabeza y la genitalia; C) el tórax y el abdomen se 
pasan al tubo con tampón de lisis. Fuente: LEM (CNM, ISCIII). 
 

La cabeza y la genitalia eran montadas para su clasificación taxonómica, tal como se 

explicó en el apartado 3.2.2.1. Las agujas entomológicas eran esterilizadas en la llama de 

un mechero Bunsen entre la disección de cada flebotomo, para evitar contaminaciones. 

En el caso de las hembras en las que se visualizaba sangre en su abdomen, se anotaba 

el grado de digestión de la sangre atendiendo a la clave mostrada en la Figura 57.  
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Figura 57. Fases del proceso de digestión de la sangre ingerida por un flebotomo: 1) abdomen sin 
sangre; 2) abdomen inmediatamente después de la ingesta de sangre; 3) 24 h postingesta; 4) 48 h 
postingesta; 5) 72 h postingesta; 6) 96h postingesta; 7) abdomen tras la digestión total de la 
sangre ingerida. Fuente: modificado de Dolmatova y Demina, 1971. 
 

Para la correcta lisis de los flebotomos, el tórax y el abdomen depositados en 50 µl del 

tampón de lisis contenidos en tubos de rosca se sometieron a un proceso de rotura 

mecánica con ayuda de pistilos de polipropileno esterilizados previamente en autoclave. 

El ADN se aisló mediante el kit “DNeasy Blood & Tissue kit” (Qiagen®), siguiendo el 

protocolo de la casa comercial. Por cada flebotomo se realizaron dos eluciones de ADN 

de 100 µl cada una en tampón de elución. Con excepción del lavado en placas de ELISA 

y la disección de los flebotomos, el resto de pasos de este protocolo fueron realizados en 

cabina de bioseguridad tipo IIA (Heraeus®) para evitar contaminaciones. En todas las 

extracciones se utlizó un blanco de extracción que contenía exclusivamente los reactivos 

utilizados. 

3.6.2. Protocolos de amplificación de ADN para detección de Leishmania spp. y 

otros tripanosomátidos 

A continuación se detallan los diferentes protocolos de PCR llevados a cabo para la 

detección de Leishmania spp. y otros tripanosomátidos en las hembras de flebotomo 

capturadas en el área del brote.  

3.6.2.1. PCR ADNk 

Para la detección de Leishmania spp. se realizó la amplificación de un segmento de 120 

pb de la región conservada de los minicírculos del ADN del kinetoplasto. Los cebadores 

utilizados en esta reacción de amplificación fueron los anotados por Nicolas y col., 2002. 

En la reacción se utilizaron 30 ng de ADN por muestra en un volumen total de 20 µl, en 

los que se utilizaron 2 µl de Buffer 10X (Biotools®), 0,8 µl de MgCl2 50 mM (Biotools®), 0,2 

µl de dNTPs 10 mM (Biotools®), 0,8 µl de BSA 20 mg/ml (Roche®), 0,5 µl de la enzima 

“HotSplit DNA Polymerase” (Biotools®), 1 µl de los cebadores JW11 [5’-CCT ATT TTA 

CAC CAA CCC CCA GT-3’] y JW12 [5’-GGG TAG GGG CGT TCT GCG AAA-3’] a 

concentración 5 pmol y agua libre de ADNasas (Sigma-Aldrich®) hasta completar el 

volumen. Las condiciones de la reacción se muestran en la Tabla 6. En todas las 

reacciones se incluyeron un control negativo de PCR, ADN extraído de flebotomos de la 

colonia mantenida en el LEM (CNM-ISCIII) (Molina, 1991), un blanco de extracción y un 

control positivo [10 pg de ADN de promastigotes de L. infantum JPCM5 

(MCAN/ES/98/LLM-877), clon de una cepa aislada a partir del bazo de un perro 

naturalmente infectado]. 
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Tabla 6. Condiciones de la amplificación del fragmento de 120 pb de ADNk. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Repeticiones 

Desnaturalización inicial 94 6 min 1 

Desnaturalización 94 30 s 

40 Anillamiento 53 45 s 

Polimerización 72 1 min 

Extensión final 72 10 min 1 

 

3.6.2.2. PCR cpb 

La amplificación del fragmento del gen cpb se llevó a cabo mediante una reacción en la 

que se utilizaron 60 ng de ADN de la muestra en un volumen de 50 µl, en los cuales se 

añadieron 5 µl de Buffer 10X (Biotools®), 3 µl de MgCl2 50 mM (Biotools®), 1 µl de dNTPs 

10mM (Biotools®), 2 µl de BSA 20 mg/ml (Roche®), 0,5 µL de la enzima “HotSplit DNA 

Polymerase” (Biotools®), 1 µl de cada cebador, cpbE [5’-CGT GAC GCC GGT GAA GAA 

T-3’] y cpbF [5’-CGT GCA CTC GGC CGT CTT-3’], a una concentración de 40 pmol y 

agua libre de ADNasas (Sigma-Aldrich®) hasta completar volumen. Los cebadores 

utilizados son específicos para el complejo L. donovani, y fueron descritos por Hide y 

Bañuls, 2006. Este protocolo de PCR permite diferenciar entre las especies L. donovani y 

L. infantum, ya que el tamaño del fragmento amplificado es diferente entre ambas, siendo 

de 702 pb para L. infantum y 740 pb en el caso de L. donovani. En la Tabla 7 se 

muestran las condiciones de la reacción. En todas las reacciones se incluyeron un control 

negativo de PCR y un control positivo (100 pg de ADN de promastigotes de L. infantum 

JPCM5). 

Tabla 7. Condiciones de la reacción de amplificación del gen cpb. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Repeticiones 

Desnaturalización inicial 94 6 min 1 

Desnaturalización 94 30 s 

40 Anillamiento 62 1 min 

Polimerización 72 1 min 

Extensión final 72 10 min 1 

 

3.6.2.3. PCR ITS1 

La amplificación de la región ITS1 se llevó a cabo para la identificación de Leishmania 

spp. y otros tripanosomátidos siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 3.5.3. 

En todas las reacciones se incluyeron un control negativo de PCR y un control positivo (1 

ng de ADN de promastigotes de L. infantum JPCM5). 

3.6.2.4. PCR ARNr SSU  

Para la identificación de los tripanosomátidos no incluidos en el género Leishmania, 

además de la amplificación de la región ITS1, se llevó a cabo la amplificación de un 
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fragmento de ≈940 pb de la ARNr SSU (Noyes y col., 1999). La reacción se llevó a cabo 

en un volumen total de 50 µl en los que se añadieron: 5 µl de Buffer 10X (Biotools®), 1,5 

µl de MgCl2 50 mM (Biotools®), 1 µl de dNTPs 10 mM (Biotools®), 2 µl de BSA 20 mg/ml 

(Roche®), 0,5 µl de la enzima “HotSplit DNA Polymerase” (Biotools®), 1 µl de cada 

cebador a 25 pmol y agua libre de ADNasas (Sigma-Aldrich®) hasta completar volumen. 

Los cebadores utilizados fueron TRYP927F 5’- GAA ACA AGA AAC ACG GGA G-3’ y 

TRYP927R 5’-CTA CTG GGC AGC TTG GA-3’ (Noyes y col., 1999). Las condiciones de 

la reacción se especifican en la Tabla 8. En todas las reacciones se incorporaron un 

control negativo de PCR y un control positivo (1 ng de ADN de promastigotes de L. 

infantum JPCM5).  

Tabla 8. Condiciones de la amplificación del fragmento ARNr SSU. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo (min) Repeticiones 

Desnaturalización inicial 94 6 1 

Desnaturalización 94 1 

40 Anillamiento 51,7 1 

Polimerización 72 1 

Extensión final 72 10 1 

 

3.6.2.5. Electroforesis de ácidos nucleicos 

La visualización de las bandas amplificadas se realizó mediante la electroforesis de los 

productos de PCR, tal como se describe en el apartado 3.5.4. En la estimación del peso 

molecular se emplearon diferentes marcadores dependiendo del tamaño de la banda 

esperada en cada reacción de amplificación: marcador FiX174/HinfI con un rango de 48-

726 pb (Biotools®), marcador de 100 pb de rango 100-1.000 pb (Biotools®) o marcador de 

1 Kb de rango 250-10.000 pb (Biotools®). 

3.6.2.6. Análisis filogenético 

La caracterización de los tripanosomátidos detectados en hembras de flebotomo se 

realizó a partir de los productos de amplificación obtenidos en la PCR de ITS1 y ARNr 

SSU. Las bandas obtenidas fueron purificadas (apartado 3.5.5) y el ADN obtenido se 

sometió a secuenciación y posterior análisis mediante programas bioinformáticos 

(apartado 3.5.6). En la secuenciación se utilizaron los mismos cebadores que en las 

reacciones de amplificación y se diseñaron cuatro secuencias internas, dos para la 

secuenciación de la región ITS1 y dos para la secuencia de ARNr SSU (Tabla 9).  

 

Tabla 9. Cebadores internos diseñados para la secuenciación de la región ITS1 y ARNr SSU. 

 

 

 

 

Región Nombre Secuencia (5’-3’) 

ITS1 
ITStrypF 

ITStrypRv 

CCT CGA CAC ATT GTG CGC 

GCG CAC AAT GTG TCG AGG 

ARNr SSU 
TRYPintFwd 

TRYPintRv 

GAC CAT TGT AGT CCA CAC TG 

GCG CAC AAT GTG TCG AGG 
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Las secuencias obtenidas se analizaron en busca de homologías en la base de datos 

Genbank® mediante BLAST® (NCBI; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Además, se 

realizó un estudio filogenético de estas secuencias junto con las anotadas en el 

Genbank® (Tablas 10A y 10B) siguiendo el método de máxima verosimilitud basado en el 

modelo de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993) y realizando un análisis bootstrap con 1000 

repeticiones. Para ello se ha utilizado el programa MEGA7 (Kumar y col., 2016). 

Posteriormente, los árboles filogenéticos obtenidos se editaron con el programa 

TreeGraph 2.14.0-771 beta (Stöver y Müller, 2010). 

Tabla 10. Tripanosomátidos incluidos en el estudio filogenético (A) de la región ITS y (B) de la 

región ARNr SSU, y su nº de acceso en la base de datos del Genbank
®
.  

A                                                                                   B

Organismo Nº de acceso 

Trypanosoma nabiasi LT575228 

Trypanosoma nabiasi LT575229 

Trypanosoma nabiasi LT575230 

Trypanosoma nabiasi LT575231 

Trypanosoma kuseli AB175626 

Trypanosoma otospermophili AB190228 

Trypanosoma lewisi FJ011094 

Trypanosoma blanchardi GU252223 

Trypanosoma rabinowitschae GU252224 

Trypanosoma sp. KJ467211 

Trypanosoma rangeli AY230240 

Trypanosoma brucei AF306777 

Trypanosoma evansi FJ127716 

Trypanosoma theileri AB596250 

Crithidia fasciculata KY660708 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organismo Nº de acceso 

Trypanosoma sp. AJ620568 

Trypanosoma nabiasi AJ843896 

Trypanosoma evotomys AY043356 

Trypanosoma sp. AY043353 

Trypanosoma sp. AB242275 

Trypanosoma microti AY043354 

Trypanosoma microti AJ009158 

Trypanosoma microti AY586621 

Trypanosoma sp. AB242276 

Trypanosoma otospermophili AB175625 

Trypanosoma otospermophili AB190228 

Trypanosoma kuseli AB175626 

Trypanosoma musculi AJ223568 

Trypanosoma rabinowitschae AY491765 

Trypanosoma blanchardi AY491764 

Trypanosoma grosi AY043355 

Trypanosoma grosi AB175264 

Trypanosoma lewisi AJ009156 

Trypanosoma lewisi AJ223566 

Trypanosoma talpae AJ620545 

Trypanosoma sp. AB520638 

Trypanosoma cruzi AJ009149 

Trypanosoma sp. KJ467217 

Herpetomonas sp. AJ843897 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.6.3. Detección y estimación de la carga parasitaria en flebotomos infectados 

por L. infantum  

3.6.3.1. Optimización y validación de una qPCR ADNk  

Para la realización de esta técnica se llevó a cabo la amplificación de un fragmento de 

120 pb del kinetoplasto, empleando los mismos cebadores que se utilizaron en la PCR 

convencional descrita anteriormente (apartado 3.6.2.1). Para la optimización de las 

condiciones de la reacción se llevaron a cabo diferentes pruebas modificando el número 

de ciclos correspondientes a la segunda desnaturalización, alineamiento y extensión (40, 

45 y 50 ciclos). Por otro lado, se ajustó la concentración de cebadores para alcanzar un 

rendimiento óptimo en la reacción (las condiciones finales de la qPCR se indican en el 

apartado 4.8.1 de Resultados). El procedimiento se llevó a cabo en la plataforma Corbett 

Rotor-Gene 6000 real-time PCR System (Qiagen®) realizando al final de cada ciclo la 

adquisición de fluorescencia de SYBR® Green I. Finalmente, los productos de PCR se 

sometieron a electroforesis para comprobar la amplificación y comparar con los datos 

obtenidos mediante PCR convencional. En cada reacción se incluyeron: un control 

negativo libre de ADN que incluye solamente los reactivos, un control negativo de ADN 

(extraído a partir de hembras de P. perniciosus de la colonia mantenida en el LEM, CNM-

ISCIII) y dos muestras de ADN de promastigotes de L. infantum (aislado 

IPER/ES/2012/POL2FL7, a partir de un flebotomo naturalmente infectado capturado en el 

foco de leishmaniosis de Fuenlabrada en el año 2012) a diferente concentración (103 

promastigotes/ml y 106 promastigotes/ml).  

3.6.3.2. Realización de la curva patrón y cálculo de la sensibilidad 

Para llevar a cabo la curva patrón, se utilizó un cultivo de promastigotes (aislado 

IPER/ES/2012/POL2FL7) del cual se realizaron diluciones seriadas 1:10 desde una 

concentración de 107 promastigotes/ml hasta 1 promastigote/ml, previa cuantificación 

mediante cámara de Neubauer. A continuación se llevó a cabo la extracción de cada 

dilución utilizando el kit “DNeasy Blood & Tissue kit” (Qiagen®), siguiendo el protocolo 

proporcionado por la casa comercial. En primer lugar, se realizó una curva patrón 

utilizando solamente las diluciones de promastigotes, añadiendo 1 µl de dilución en cada 

tubo de reacción. Por otro lado, se realizó una segunda curva patrón en la que se añadió 

el ADN extraído de las diluciones de promastigotes junto con 30 ng de ADN obtenido de 

la extracción conjunta de 7 flebotomos procedentes de la colonia de P. perniciosus 

mantenida en el LEM (CNM-ISCIII).  

Para la realización de ambas curvas patrón se llevaron a cabo tres réplicas de cada una, 

calculando posteriormente la media y desviación estándar (DE). Así mismo, se analizó la 

sensibilidad y límite de detección de la técnica. 
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3.6.3.3. Análisis de datos 

Los resultados obtenidos en las reacciones fueron analizados mediante el programa 

RotorGene 6000 Series versión 1.7. Los valores de ciclo umbral (Ct, threshold point) se 

calcularon en cada reacción a partir de los parámetros por defecto del programa. Se 

emplearon los valores Ct de los controles negativos libres de ADN como valores de corte 

para diferenciar entre muestras positivas y negativas.  

 

3.7. Estudio molecular de las preferencias alimentarias en hembras de flebotomo 

con sangre ingerida  

3.7.1. Amplificación de cytb 

Para el estudio molecular de las preferencias alimentarias se llevó a cabo la amplificación 

de un fragmento conservado del gen cytb de vertebrados de una longitud de 359 pb. La 

amplificación fue llevada a cabo siguiendo los protocolos previamente publicados por 

Abbasi y col., 2009 y Steuber y col., 2005, con ligeras modificaciones. En la reacción de 

amplificación se utilizaron 40 ng de ADN, obtenido de hembras de flebotomo con sangre, 

en un volumen final de 25 µl: 2,5 µl de Buffer 10X (Biotools®), 0,75 µl de MgCl2 50 mM 

(Biotools®), 0,25 µl de dNTPs 10 mM (Biotools®), 1 µl de BSA 20 mg/ml (Roche®), 0,5 µl 

de la enzima “HotSplit DNA Polymerase” (Biotools®), 0,1 µl de cada cebador a 125 µM de 

concentración inicial y agua libre de ADNasas (Sigma-Aldrich®) hasta completar el 

volumen. Las hembras de P. perniciosus se analizaron con las parejas de cebadores 

cyto1/cyto2 (Abbasi y col., 2009) y cytbb1/cytbb2 (Svobodová y col., 2009) (Tabla 11). El 

segundo par de cebadores son secuencias degeneradas que se utilizaron en aquellas 

muestras en las que con el primer par de cebadores no se obtenía banda o esta era 

demasiado tenue. Por otro lado, las hembras de S. minuta fueron analizadas con el par 

de cebadores degenerados cytbb1/cytbb2 y con el par B (rep/amph)/cytbb2. El cebador B 

(rep/amph) es específico de reptiles y anfibios (Cupp y col., 2004) (Tabla 11). Las 

condiciones de la reacción se detallan en la Tabla 12. En todas las reacciones se 

incorporaron un control negativo de PCR y un blanco de extracción. 

Tabla 11. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificación del fragmento conservado 
de 359 pb del gen cytb de vertebrados. 

 

 

 

 

 

 

 

Cebador Secuencia (5’-3’) Referencia 

cyto1 

cyto2 

CCATCAAACATCTCAGCATGATGAAA 

 CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC 
Abbasi y col., 2009 

cytbb1 

cytbb2 

CCATCMAACATYTCADCATGATGAA 

GCHCCTCAGAATGAYATTTGKCCTCA 
Svobodová y col., 2009 

B (rep/amph)  GCHGAYACHWVHHYHGCHTTYTCHTC Cupp y col., 2004 
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Tabla 12. Condiciones de la reacción de amplificación del fragmento de 359 pb del gen cytb. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Repeticiones 

Desnaturalización inicial 94 6 min 1 

Desnaturalización 94 30 s 

40 Anillamiento 55 30 s 

Polimerización 72 45 s 

Extensión final 72 10 min 1 

 

Las bandas obtenidas se purificaron y secuenciaron tal como se describe en los 

apartados 3.5.5 y 3.5.6, respectivamente. Las secuencias fueron analizadas mediante el 

programa BLAST® (NCBI; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para su identificación 

mediante la búsqueda de homologías en la base de datos Genbank®. Se aceptaron como 

válidos los resultados cuya identidad fuera igual o superior al 95%. 

3.7.2. PCR-RFLP cytb  

Esta técnica permite la diferenciación del origen de la sangre ingerida gracias a la 

diferencia en el patrón de bandas obtenido tras la digestión con enzimas de restricción. 

Para la elección de las enzimas de restricción se realizó un estudio in silico mediante el 

programa informático Seqbuilder (DNASTAR® Lasergen), con el cual se analizaron los 

sitios de restricción en cada fragmento de 359 pb del gen cytb de las especies de interés. 

Tras este análisis, las enzimas escogidas fueron HaeIII y HinfI, ya que la utilización de 

ambas enzimas daba lugar a un patrón de bandas diagnóstico que permitía identificar 

cada una de las secuencias. La digestión enzimática se realizó en un volumen total de 30 

µl, de los cuales 25 µl correspondieron al producto de amplificación del fragmento de 359 

pb del cytb, 3 µl al tampón correspondiente a cada enzima, 1 µl de agua libre de 

ADNasas (Sigma-Aldrich®) y 3U del enzima de restricción HaeIII o 5U HinfI (New England 

Biolabs®). La reacción se incubó durante toda la noche a 37ºC. La visualización del 

producto digerido se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa MS-8 (Conda®) al 

3% al que se añadió el reactivo “Pronasafe Nucleic Acid Staining Solution” (10 mg/ml) 

(Conda®). Como marcadores de peso molecular se utilizó el marcador de 100 pb 

(Biotools®) y el marcador de 50 pb (Takara®).  

Junto con las muestras de ADN de las hembras con sangre capturadas en la zona de 

este estudio entomológico, se analizaron otras 9 hembras de flebotomo procedentes de 

Girona (n=7) y Menorca (n=2), en las que se habían identificado otras fuentes de 

alimentación con el fin de optimizar la técnica (muestras cedidas por la Dra. Montserrat 

Gállego, Universitat de Barcelona). 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.8. Análisis bioestadístico 

Los análisis estadísticos fueron realizados con el programa Prism versión 6 (GraphPad 

Software®). 

El estudio estadístico para analizar la posible existencia de diferencias significativas entre 

el número de capturas, densidad y parámetros climáticos entre los tres periodos de 

muestreo se realizó mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, a excepción de los 

parámetros climáticos del mes de junio, ya que sólo se habían recogido datos con los 

data loggers en 2013 y 2014. Las diferencias entre estos dos años en dicho mes fueron 

estudiadas mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney. 

Para determinar si existían diferencias significativas en las diferentes variables 

registradas entre meses y periodos de muestreo, se realizó un análisis de comparación 

múltiple mediante el test no paramétrico de Dunn.  

El análisis de las diferencias en el número de flebotomos, el número de hembras y 

machos y los valores de temperatura y humedad relativa entre los dos puntos de cada 

estación se realizó mediante el test de Wilcoxon para comparación de datos apareados. 

Los diferentes análisis de correlación se llevaron a cabo mediante el test no paramétrico 

de Spearman. El coeficiente de correlación “r”, que oscila entre -1 y +1, indica si las 

asociaciones entre variables son negativas o positivas, respectivamente. 

En el estudio estadístico de la qPCR se utilizó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis 

para estudiar las diferencias entre los valores Ct de las tres réplicas de cada dilución en 

ambas curvas, así como para determinar la existencia de diferencias significativas en la 

carga parasitaria estimada en las muestras entre los tres periodos de muestreo. Por otro 

lado, el test no paramétrico de Mann-Whitney se utilizó para analizar las posibles 

diferencias entre las dos curvas estándar y para estudiar los resultados de la carga 

parasitaria entre las hembras sin sangre y con sangre.  

En todos los análisis estadísticos se ha trabajado con un nivel de significancia de 0,05. Si 

el valor p hallado era inferior al nivel de significancia (p≤0,05) la comparación realizada 

entre los parámetros analizados se consideró estadísticamente significativa. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Capturas globales de flebotomos 

A lo largo de los tres periodos de muestreo se capturó un total de 45.127 flebotomos: 

n=17.317 en 2012, n=12.407 en 2013 y n=15.403 en 2014. Por otro lado, se identificaron 

cuatro especies de flebotomos: P. perniciosus (n=33.996), S. minuta (n=11.127), P. 

papatasi (n=2) y P. sergenti (n=2). En cuanto a las capturas totales en cada estación de 

muestreo, la estación donde más ejemplares se capturaron fue JIC (n=17.398), seguida 

por ATE (n=12.768), BOS (n=9.158) y POL (n=5.803).  

4.2. Capturas mediante trampas adhesivas 

En los siguientes apartados se desglosan los resultados de las capturas realizadas 

mediante las trampas adhesivas (Figura 58). El total de trampas colocadas fue de 1.200, 

de las cuales se recuperaron 1.191, representando una superficie muestreada total de 

95,28 m2. 

 

Figura 58. Flebotomos adheridos a trampas adhesivas colocadas en rejillas de aire acondicionado 
(A) y clavadas en el suelo mediante una varilla de madera (B). Fuente: LEM (CNM-ISCIII). 

4.2.1. Diversidad de especies  

Durante los tres periodos de muestreo se capturaron 28.625 ejemplares. Las especies 

predominantes fueron P. perniciosus (n=18.446) y S. minuta (n=10.177). La tercera 

especie capturada fue P. papatasi, de la que sólo se contabilizaron 2 ejemplares.  

4.2.2. Flebotomos capturados en cada estación 

El mayor número de flebotomos se registró en la estación JIC (n=11.802), seguida de 

ATE (n=7.514). Tal como se muestra en la Tabla 13, en estas dos estaciones, el número 

de ejemplares de P. perniciosus y S. minuta capturado no presentó grandes diferencias, 

mientras que en las estaciones BOS y POL P. perniciosus predominó frente a S. minuta. 

La diferencia en el número de ejemplares de P. perniciosus capturado entre las cuatro 

estaciones no fue estadísticamente significativo (p=0,0877). En el caso de S. minuta, sí 

se encontraron diferencias significativas entre estaciones (p=0,0003), concretamente 

entre BOS (n=234) y JIC (n=5.961) (p=0,0194). 
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Tabla 13. Número de 
ejemplares capturado de 
cada especie de flebotomo 
en cada estación de mues- 
treo durante los tres años 
de estudio.  

 

 

En la Figura 59 se representan las capturas de P. perniciosus y S. minuta en las 

diferentes estaciones. En ATE y BOS se observó un incremento en el número de P. 

perniciosus a lo largo de los tres periodos de muestreo (ATE: n=937, n=1.547 y n=1.676 

en 2012, 2013 y 2014, respectivamente; BOS: n=1.659, n=1.712 y n=2.108 en 2012, 

2013 y 2014, respectivamente). En la estación POL el número de P. perniciosus se 

mantuvo estable a lo largo de los tres periodos de estudio (2012, n=959; 2013, n=945; 

2014, n=1.062). Por último, en la estación JIC se observó una disminución del número de 

P. perniciosus en 2013 (n=1.349), para volver a aumentar en 2014 (n=1.994), aunque sin 

alcanzar las cifras de 2012 (n=2.498). En el caso de S. minuta, en las estaciones BOS y 

POL se capturó un menor número de flebotomos con respecto a las otras dos estaciones, 

manteniéndose sin grandes variaciones a lo largo de los tres años de muestreo (BOS: 

n=102, n=51 y n=81 en 2012, 2013, 2014, respectivamente; POL: n=236, n=186 y n=207 

en 2012, 2013 y 2014, respectivamente).  

 

 

Figura 59. Número de flebotomos capturado mediante trampas adhesivas en cada estación en los 

tres años de muestreo.  

 Especie de flebotomo  

Estación P. perniciosus S. minuta P. papatasi Total 

ATE 4.160 3.353 1  7.514 

BOS 5.479 234 1  5.714 

JIC 5.841 5.961 0  11.802 

POL 2.966 629 0  3.595 
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En el caso de las estaciones ATE y JIC el mayor número de S. minuta fue registrado en 

el último año del estudio (ATE: n=1.137 en 2012, n=817 en 2013 y n=1.399 en 2014; JIC: 

n=1.297 en 2012, n=2.022 en 2013 y n=2.642 en 2014) (Figura 59). 

4.2.3. Densidades totales 

El cálculo de la densidad de cada especie de flebotomo, obtenida al dividir el número de 

ejemplares de cada especie por el total de superficie de trampa adhesiva muestreada 

(95,28 m2), mostró que P. perniciosus fue la especie que presentó el mayor valor, seguida 

por S. minuta y P. papatasi:  

1) P. perniciosus: 18.446 flebotomos / 95,28 m
2
 = 193,60 flebotomos/m

2
 

2) S. minuta:        10.177 flebotomos / 95,28 m
2
 = 106,81 flebotomos/m

2
 

3) P. papatasi:              2 flebotomos / 95,28 m
2
 =  0,021 flebotomos/m

2
 

P. perniciosus presentó mayor densidad en los tres periodos estudiados, alcanzando su 

máximo en 2014, tras un ligero descenso en 2013, tal como se representa en la Figura 

60. En el caso de S. minuta, la densidad fue aumentando a lo largo de los tres periodos 

de muestreo, pero no llegó a alcanzar las cifras de P. perniciosus (Figura 60). El análisis 

de los valores de densidad de cada especie entre los tres periodos de muestreo no 

mostró diferencias significativas (P. perniciosus, p=0,4163; S. minuta, p=0,5824). 

 

 

Figura 60. Evolución de la densidad (flebotomos/m
2
) global de las especies de flebotomos 

capturadas mediante trampas adhesivas a lo largo de los tres años del estudio, atendiendo a la 
superficie muestreada en cada uno de ellos (31,84 m

2
 en 2012, 31,6 m

2
 en 2013 y 31,84 m

2
 en 

2014). 

 

190,10 
175,72 

220,45 

87,06 
97,34 

135,96 

0 0,031 0,031 

0

50

100

150

200

250

2012 2013 2014

D
e
n

s
id

a
d

 (
fl

e
b

o
to

m
o

s
/m

2
) 

Año  

P. perniciosus S. minuta P. papatasi



Resultados 

108 
 

4.2.4. Densidad de flebotomos por estación 

En la Figura 61 se indica la superficie muestreada en cada estación durante cada año. 

Como se puede observar, la diferencia en la superficie muestreada entre cada estación 

es muy baja. Estas diferencias fueron debidas a que algunas de las trampas adhesivas 

no pudieron ser recuperadas. Concretamente, en 2012 desapareció una trampa en las 

estaciones ATE y POL. En 2013, de las 

20 trampas colocadas en cada estación, 

en ATE faltaron 2 y en BOS, 3. Además, 

en julio de ese año en BOS se colocaron 

19 trampas en lugar de 20, mientras que 

en JIC se colocaron 21 trampas 

adhesivas. Por último, en 2014 

desaparecieron 2 trampas, una en ATE y 

otra en BOS. 

 

Figura 61. Superficie muestreada (m
2
) en 

cada estación a lo largo de cada año. 

Como se muestra en la Figura 62 la mayor densidad en ambas especies se alcanzó en la 

estación JIC. Así mismo, P. perniciosus presentó mayor densidad que S. minuta en todas 

las estaciones y periodos de muestreo, a excepción del año 2012 en la estación ATE y en 

2013 y 2014 en la estación JIC. También se puede observar una amplia diferencia entre 

las densidades de ambas especies de flebotomo en las estaciones BOS y POL. El 

análisis de las diferencias en la densidad de cada especie entre estaciones no fue 

significativo (p=0,1887). 

 

Figura 62. Densidad de P. perniciosus (P. per) y S. minuta (S. min) en cada estación de muestreo 
a lo largo de los tres años del estudio. (↓): Periodo de muestreo en el que la densidad de S. minuta 
fue mayor a la de P. perniciosus. 
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4.2.5. Relación machos/hembras 

La relación de machos respecto a las hembras en el total del muestreo con trampas 

adhesivas fue muy superior en el caso de P. perniciosus. En esta especie un 90,2% de 

los ejemplares fueron machos; mientras que en el caso de S. minuta, el porcentaje 

disminuye al 56,75%. En el caso de P. papatasi, la relación fue del 50%, ya que sólo se 

capturó un ejemplar de cada género. 

Por otro lado, el porcentaje de machos de cada especie fue similar a lo largo de los tres 

periodos de muestreo. En el caso de P. perniciosus, el porcentaje de machos fue del 

89,98%, 90,96% y 89,77% durante 2012, 2013 y 2014, respectivamente; mientras que el 

porcentaje de machos de S. minuta capturados fue del 58,87% en 2012, del 56,60% en 

2013 y del 56,78% en 2014. 

Tras la identificación de los ejemplares bajo el microscopio de contraste de fases (Figura 

63A y 63B) se encontró que el número de machos de P. perniciosus capturado fue muy 

superior al número de hembras en las cuatro estaciones a lo largo de los tres periodos de 

muestreo (Figura 66). En relación a las capturas de hembras y de machos en cada una 

de las estaciones a lo largo de los tres años no se encontraron diferencias significativas 

(p>0,05 en todos los casos), aunque sí se encontraron diferencias en el número de 

hembras capturado entre las cuatro estaciones (p=0,0174). El análisis de comparación 

múltiple mostró que estas diferencias eran significativas entre el número de hembras 

capturado en la estación BOS (n=745) y la estación POL (n=173) (p=0,0266). Sin 

embargo, al analizar el número de machos capturados entre las diferentes estaciones no 

se encontraron diferencias significativas (p=0,1476). 

 

Figura 63. Detalle de las genitalias de P. perniciosus observadas bajo microscopio de contraste de 
fases a un aumento total de 400x. A) Genitalia de una hembra donde se aprecian las 
espermatecas; B) región abdominal terminal de un macho en la que se pueden observar las 

estructuras del aparato genital externo. Fuente: LEM (CNM-ISCIII). 
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En cuanto a los ejemplares de S. minuta capturados, tras la identificación de los machos 

(Figura 64) y las hembras (Figura 65) se encontraron diferencias en los porcentajes de 

cada uno entre las cuatro estaciones. Sin embargo, estas diferencias no fueron tan 

notables como en P. perniciosus. Como se muestra en la Figura 66, en la estación POL el 

número de hembras de S. minuta capturado fue superior al número de machos, al 

contrario que en las otras tres estaciones. Además, se constató la existencia de 

diferencias significativas entre las capturas de hembras entre las cuatro estaciones 

(p=0,0174), aunque el análisis múltiple no mostró diferencias entre estaciones en 

concreto (p>0,05 en todos los casos). También fueron significativas las diferencias en el 

número de machos capturado entre las diferentes estaciones (p=0,0017). En este caso, el 

análisis de comparación 

múltiple evidenció que esas 

diferen- cias eran 

significativas (p=0,0266) entre 

las estacio- nes BOS (n=150) 

y JIC (n=3.425). Sin embargo, 

las diferencias no fueron 

signifi- cativas en cuanto al 

número de hembras y machos 

de S. minuta capturados 

dentro de cada estación a lo 

largo de los tres periodos de 

estudio (p>0,05 en todos los 

casos). 

 

Figura 64. Macho de S. minuta montado en medio de Hoyer para su observación bajo microscopio 

de contraste de fases (aumento total de 100x). LEM (CNM-ISCIII). 

 

Figura 65. Hembra de S. minuta capturada mediante trampa adhesiva y montada en medio de 
Hoyer para su identificación taxonómica bajo microscopio de contraste de fases (aumento total de 
100x). A) Región terminal del abdomen de una hembra de S. minuta donde se aprecia la 
espermateca; B) detalle de la cabeza donde se puede apreciar el cibario armado característico de 

esta especie. LEM (CNM-ISCIII). 
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Figura 66. Número de hembras (♀) y machos (♂) de P. perniciosus y S. minuta capturados en 
cada estación y periodo de muestreo. 

 

4.3. Capturas mediante trampas de luz 

4.3.1. Diversidad de especies  

A lo largo de los tres periodos de muestreo se capturaron 16.502 ejemplares mediante 

trampas de luz tipo CDC. La especie predominante con este método de captura fue P. 

perniciosus (n=15.550), seguida de S. minuta (n=950). La tercera especie capturada con 

este tipo de trampas fue P. sergenti, aunque solamente se capturaron 2 ejemplares.  

4.3.2. Flebotomos capturados en cada estación 

Como se puede observar en la Tabla 14, el mayor número de ejemplares fue capturado 

en la estación JIC (n=5.596), seguida de ATE (n=5.254), BOS (n=3.444) y POL 

(n=2.208). El análisis estadístico mostró que las diferencias en las capturas de P. 

perniciosus entre las estaciones no fueron significativas (p=0,333), pero sí lo fueron en 

las capturas de S. minuta (p=0,0328), aunque el análisis de comparación múltiple de 

Dunn no encontró diferencias entre estaciones en concreto (p>0,05 en todos los casos). 
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Tabla 14. Número de 
ejemplares de cada es- 
pecie capturado me- 
diante trampas de luz 
tipo CDC en cada esta- 
ción de muestro.  

 

 

 

La fluctuación de las capturas en cada estación se representa en la Figura 67, en la que 

se observa como el número de ejemplares de P. perniciosus capturado en el año 2012 

fue superior en todas las estaciones con respecto a las capturas de los otros dos 

periodos, excepto en BOS. En esta estación, las capturas totales de esta especie 

aumentaron, alcanzando su máximo en 2014. Sin embargo, las diferencias en el número 

de P. perniciosus capturado por estación entre los tres periodos no fueron significativas 

(p>0,05 en todos los casos).  

 

Figura 67. Flebotomos capturados mediante trampas de luz tipo CDC en cada estación de 

muestreo a lo largo de los tres años del estudio. 

Respecto a las capturas de S. minuta, la Figura 67 muestra como en la estación ATE se 

observó una fuerte disminución en el año 2013. También se constató un descenso en el 

número de ejemplares en JIC, pero no tan acusado. En el caso de BOS, los ejemplares 

de S. minuta capturados fueron aumentando ligeramente. Por último, en la estación POL, 

las capturas en 2012 y 2013 fueron similares, mientras que en 2014 disminuyeron, 

 Especie de flebotomo  

Estaciones P. perniciosus S. minuta P. sergenti Total 

ATE 4.833 420 1  5.254 

BOS 3.393 51 0  3.444 

JIC 5.377 218 1  5.596 

POL 1.947 261 0  2.208 
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capturándose la mitad de ejemplares que en los dos años anteriores (Figura 67). Las 

diferencias en el total de ejemplares capturados de S. minuta por estación entre los tres 

periodos de muestreo no fueron significativas (p>0,05 en todos los casos). 

4.3.3. Flebotomos capturados en cada punto de muestreo de las diferentes 

estaciones 

Las capturas de flebotomos en los dos puntos de cada estación de muestreo mostraron 

diferencias entre ellos a lo largo del estudio. En todos los puntos de muestreo se observó 

un descenso en el número de flebotomos capturados, a excepción del punto BOS1, 

donde se apreció un incremento a lo largo de los tres años. Así mismo, en los puntos 

ATE2 y JIC2 en el año 2014 el número de P. perniciosus aumentó con respecto al 2013, 

pero no alcanzó las cifras del primer año. Por último, en el punto BOS2 se mantuvo más 

estable el número de flebotomos durante los tres años (Figura 68). El análisis estadístico 

encontró diferencias significativas en el número de P. perniciosus capturado entre los dos 

puntos de ATE (p<0,0001), BOS (p=0,0005) y POL (p=0,0083); mientras que no las 

encontró en JIC (p=0,7184). Esta diferencia fue significativa en la estación ATE durante 

los tres años de muestreo, mientras que en BOS lo fue en los años 2013 y 2014, y en la 

estación POL solamente en 2012 (Tabla 15). 

 

Tabla 15. Análisis de las dife- 
rencias anuales en las capturas de 
P. perniciosus entre los puntos de 
muestreo dentro de cada estación 
(test no paramétrico de Wilcoxon). 
(*): p<0,05. 

 

 

En el caso de S. minuta, en la Figura 69 se puede comprobar que las capturas en los 

puntos de muestreo ATE1, BOS1, JIC1 y POL1 fueron superiores a los puntos ATE2, 

BOS2, JIC2 y POL2, aunque en el caso de BOS1 y BOS2 la diferencia fue menos 

acusada. Por otro lado, las diferencias en cada punto a lo largo del estudio siguieron una 

dinámica diferente. Las capturas entre los dos puntos de cada estación presentaron 

diferencias significativas en ATE (p=0,0003), POL (p<0,0001) y JIC (p=0,0010), mientras 

que en BOS no fueron significativas (p=0,2993). En los puntos ATE1 y ATE2, se observó 

cómo el número de capturas disminuyó de un año a otro, pero sólo fue significativo en el 

año 2012 (p=0,0078). En BOS1 el número de S. minuta se mantuvo constante, mientras 

que en BOS2 ascendió ligeramente, sin encontrarse diferencias significativas entre los 

dos puntos en ningún periodo. En la estación JIC, el punto JIC1 experimentó un 

descenso en las capturas de S. minuta durante el año 2013, para ascender ligeramente 

en 2014; mientras que en el punto JIC2 se observó un pico en el número de ejemplares 

capturado en el año 2013. La diferencia entre JIC1 y JIC2 sólo fue significativa en el año 

2014 (p=0,0078). En POL1, se produjo un aumento en las capturas durante 2013, 

mientras que en POL2 el número de ejemplares de S. minuta fue descendiendo. Por 

 Estaciones 

Año ATE BOS JIC POL 

2012 *0,0039 0,8125 0,4961 *0,0117 

2013 *0,0039 *0,0234 0,1484 0,2012 

2014 *0,0020 *0,0020 0,2012 0,9102 
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último, las diferencias entre los puntos POL1 y POL2 fueron significativas en los periodos 

2012 y 2013 (p=0,0313 y p=0,0039, respectivamente) (Tabla 16). 

 

 

 

Figura 68. Número de ejemplares de P. perniciosus capturado a lo largo de los tres años del 
estudio en los dos puntos de las estaciones ATE y BOS (A) y en las estaciones JIC y POL (B).  
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Figura 69. Número de ejemplares de S. minuta capturado a lo largo de los tres años del estudio 
en los dos puntos de muestreo de ATE y BOS (A) y de JIC y POL (B). 

 

Tabla 16. Análisis de las dife- 
rencias anuales en las capturas de 
S. minuta entre los puntos de 
muestreo de cada estación (test no 
paramétrico de Wilcoxon). (*): 
p<0,05. 
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4.3.4. Flebotomos capturados cada noche 

Como se muestra en la Tabla 17, el número de ejemplares capturado mediante trampas 

de luz varió entre las dos noches de muestreo de cada mes. Se analizaron solamente las 

capturas de P. perniciosus, puesto que el número de S. minuta capturado mediante este 

tipo de trampas fue muy reducido. En el punto BOS1 no se capturó ningún flebotomo 

durante la primera noche (N1) en el mes de junio de 2012, debido a que la trampa se 

encontró apagada al ir a recogerla. Las diferencias en las capturas de cada noche fueron 

significativas en el mes de octubre de 2012 (p=0,0076) y de 2013 (p=0,0376) y en junio 

de 2014 (p=0,0202). En todos estos casos, el número de flebotomos capturado durante la 

segunda noche (N2) fue superior al número capturas en N1: octubre 2012, N1 (n=2), N2 

(n=12); octubre 2013, N1 (n=30), N2 (n=88); junio 2014, N1 (n=104), N2 (n=621). 

Tabla 17. Capturas de P. perniciosus durante cada noche en los dos puntos de muestreo de cada 

estación a lo largo de los tres periodos del estudio. N1=primera noche; N2= segunda noche. 

 

4.3.5. Abundancia relativa  

La abundancia relativa total fue muy elevada para P. perniciosus (94.23%), seguida de S. 

minuta (5,75%) y P. sergenti (0,012%). 

4.3.5.1. Abundancia relativa por periodo de muestreo 

Los valores de abundancia relativa obtenidos durante los tres años son similares, 

superando P. perniciosus el 90% en todos ellos: 94,72% en 2012, 91,85% en 2013 y 

95,37% en 2014. En el caso de S. minuta, fueron de 5,26% en 2012, 8,15% en 2013 y 

4,63% en 2014. Los dos ejemplares de P. sergenti se capturaron en el año 2012, siendo 
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su abundancia relativa del 0,02%. No se encontraron diferencias significativas en las 

abundancias relativas de P. perniciosus ni de S. minuta entre los tres periodos de 

muestreo (p=0,0853 y p=0,4441, respectivamente). 

4.3.5.2. Abundancia relativa por estación 

En la Figura 70 se muestran las abundancias relativas en cada estación durante los tres 

periodos de muestreo. La mayor abundancia relativa de P. perniciosus, en detrimento de 

S. minuta, se encontró en la estación BOS. Por el contrario, la menor diferencia entre 

ambas especies se observó en la estación POL, aunque siguió siendo muy alta entre las 

dos especies de flebotomo. Estas diferencias en las abundancias relativas entre BOS y 

POL resultaron ser estadísticamente significativas (p=0,0001 y p=0,0003, para P. 

perniciosus y S. minuta, respectivamente). En las estaciones ATE y JIC, en el año 2012 

se capturaron dos ejemplares de P. sergenti, un ejemplar en cada estación. En ambos 

casos, la abundancia relativa fue de 0,02%.  

 

 

Figura 70. Abundancia relativa de P. perniciosus (P. per) y S. minuta (S. min) en cada estación a 

lo largo de cada año de muestreo. 

4.3.6. Relación machos/hembras 

La relación de machos frente a hembras en las capturas realizadas mediante trampas de 

luz fue del 53,13% en el caso de P. perniciosus y del 63,72% en el caso de S. minuta. En 

cuanto P. sergenti, los dos ejemplares capturados fueron hembras.  

Esta relación varió a lo largo de los tres años de estudio. En el caso de P. perniciosus, en 

el año 2012 la relación machos/hembras fue menor (46,57%) que en los otros dos años, 

en los que la relación fue muy similar (2013, 60,10%; 2014, 57,40%). Por otro lado, la 

relación machos/hembras en S. minuta fue mayor en 2014, donde se alcanzó un 75% de 

machos, con respecto a los dos otros periodos (2012, 68%; 2013, 50,32%). 
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Como se muestra en la Figura 71, el número de hembras y machos de P. perniciosus 

capturado también varió entre las cuatro estaciones de muestreo, aunque estas 

variaciones no fueron significativas (p=0,0747 y p=0,2066 para hembras y machos, 

respectivamente).  

 

 

Figura 71. Número de hembras (♀) y machos (♂) de P. perniciosus en cada estación durante los 
tres periodos de muestreo. 

 

Estos valores también variaron entre cada punto de muestreo (Figura 72). En el caso de 

la estación ATE se registró un mayor número de machos durante los tres años, siendo 

mayor la diferencia en el punto ATE2. En los dos puntos de muestreo de la estación BOS 

se capturaron más hembras en 2012, al contrario que en los otros dos periodos. En la 

estación JIC, se capturó un número mayor de hembras, excepto en el periodo 2013, ya 

que en el punto JIC1 se capturaron más machos. Por último, en el caso de la estación 

POL, el número de machos fue ligeramente superior en todos los periodos, con 

excepción de POL2 en 2014. El estudio estadístico no mostró que estas diferencias 

fueran significativas (p>0,05 en todos los casos).  
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Figura 72. Hembras (♀) y machos (♂) de P. perniciosus capturados en cada punto de muestreo 

de las cuatro estaciones a lo largo de los tres años.  
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En relación al número de hembras y machos de S. minuta capturado también varió en 

cada estación a lo largo de los tres periodos de muestreo, tal como se puede observar en 

la Figura 73. Se encontraron diferencias significativas al comparar el número de hembras 

capturadas entre las estaciones (p=0,0174); sin embargo, mediante el análisis múltiple de 

Dunn no se encontraron diferencias entre estaciones específicas. En el caso de los 

machos, las diferencias entre estaciones no fueron significativas (p=0,0747). 

 

 

Figura 73. Número de hembras (♀) y machos (♂) de S. minuta capturado en cada estación a lo 

largo del estudio. 

 

Como ocurrió con P. perniciosus, también se observaron diferencias en el número de 

hembras y machos de S. minuta registrado en los dos puntos de muestreo de cada 

estación (Figura 74). En ambos puntos de la estación ATE, el número de machos 

capturado fue mayor, excepto en ATE1 durante 2013. En ambos puntos de muestreo de 

la estación BOS, se capturó un mayor número de machos durante los tres periodos del 

estudio, al igual que en la estación JIC y POL, siendo esa diferencia mayor en JIC1. 

Finalmente, en la estación POL, nuevamente el número de machos fue superior, a 

excepción del punto POL1 durante 2013. En ningún periodo de muestreo las diferencias 

en el número hembras y machos capturado en los dos puntos de cada estación fueron 

significativas (p>0,05 en todos los casos). 
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Figura 74. Número de hembras (♀) y machos (♂) de S. minuta capturado en cada punto de las 
cuatro estaciones de muestreo a lo largo del estudio. 
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4.4. Factores climáticos 

A continuación se detallan los datos de temperatura y humedad relativa registrados con 

los data loggers colocados en cada punto de muestreo. Los datos analizados 

corresponden a los valores climáticos registrados entre el atardecer y el amanecer (ver 

Tabla 3 en Material y Métodos). 

4.4.1. Temperatura 

Los parámetros analizados en el estudio son los valores de temperatura media, 

temperatura máxima y temperatura mínima. 

4.4.1.1. Temperatura media 

Como se puede observar en la Figura 75 los valores de temperatura media más altos se 

alcanzaron en el mes de agosto de 2012 y de 2013, mientras que en el año 2014 se 

registraron en el mes de julio.  

 

 

Figura 75. Temperatura media (ºC) registrada mensualmente a lo largo de los tres periodos de 

muestreo. 

 

El análisis estadístico mostró que las diferencias en los valores de temperatura media 

determinadas en cada periodo de muestreo no fueron significativas (p=0,5380). Tampoco 

se encontraron diferencias significativas al analizar los valores de temperatura media 

mensuales entre los tres periodos de muestreo (p>0,05 en todos los casos). Por otro 

lado, sí se observaron diferencias entre los valores de temperatura media registrados en 

cada estación de muestreo (Figura 76), resultando algunas de ellas significativas (Tabla 

18). En junio de 2012 no se realizó comparación entre estaciones debido a que no se 

registraron datos con los data loggers. Al analizar los restantes meses de ese año, se 

encontraron diferencias significativas entre ATE y POL durante todos los meses (siendo 

los valores más altos en ATE), y entre JIC y POL en julio y octubre (con valores 

superiores de temperatura en JIC). En el año 2013 se encontraron diferencias 

Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

2012 21,03 25,78 20,71 8,86

2013 15,51 23,23 23,51 17,85 13,99

2014 19,38 24,35 20,66 20,60 16,61
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significativas entre ATE y BOS en julio, agosto y septiembre; y entre ATE y POL en el 

mes de octubre, siendo en ambos casos la temperatura más elevada en la estación ATE. 

Las diferencias entre ATE y POL fueron significativas en 2014 en los meses de julio y 

septiembre (con temperatura mayor en la estación ATE) (Tabla 19).  

 

Tabla 18. Valores p obte- 
nidos tras el análisis de las 
temperaturas medias regis- 
tradas mensualmente en 
las 4 estaciones de 
muestreo a lo largo del 
estudio (test no para 
métrico de Kruskal-Wallis). 
(*): p<0,05. 
 

 
 
Tabla 19. Análisis de las diferencias entre las temperaturas medias registradas mensualmente 

cada año en las estaciones (test de comparación múltiple de Dunn). (*): p<0,05. 

  Mes 

Año Estaciones Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2
0
1
2

 

ATE vs. BOS - 0,5258 0,3211 0,1554 0,3211 

ATE vs. POL - *0,0227 *0,0065 *0,0227 *0,0109 

ATE vs. JIC - >0,9999 >0,9999 0,9495 >0,9999 

BOS vs. POL - >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. JIC - 0,7133 >0,9999 >0,9999 0,6139 

POL vs. JIC - *0,0360 0,0694 0,8249 *0,0286 

2
0
1
3

 

ATE vs. BOS >0,9999 *0,0451 *0,0286 *0,0286 0,1049 

ATE vs. POL >0,9999 0,0561 0,0561 0,0694 *0,0451 

ATE vs. JIC >0,9999 >0,9999 0,9495 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. POL >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. JIC >0,9999 0,5258 0,9495 0,1554 0,8249 

POL vs. JIC >0,9999 0,6139 >0,9999 0,3211 0,4482 

2
0
1
4

 

ATE vs. BOS >0,9999 0,0694 0,7117 0,0691 >0,9999 

ATE vs. POL 0,8249 *0,0286 0,1405 *0,0319 0,5258 

ATE vs. JIC >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. POL >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. JIC >0,9999 0,3211 >0,9999 0,3485 >0,9999 

POL vs. JIC >0,9999 0,1554 0,8232 0,1869 >0,9999 

 

 

 Mes 

Año Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012 
 

*0,0010 *0,0002 *0,0096 *<0,0001 

2013 0,5345 *0,0039 *0,0045 *0,0005 *0,0078 

2014 0,4171 *0,0005 0,1184 *0,0008 0,4239 
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Figura 76. Temperatura media registrada en las cuatro estaciones cada año de muestreo. A) 
2012, B) 2013, C) 2014. 

Julio Agosto Septiembre Octubre

ATE 25,69 27,76 22,18 10,60

BOS 24,19 25,52 20,05 8,03

JIC 25,85 27,03 21,16 10,16

POL 22,17 22,81 19,46 6,66
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Además, se estudió la variación de la temperatura media registrada entre las dos noches 

de muestreo de cada mes. Como se observa en la Tabla 20, las variaciones por lo 

general no fueron muy amplias, aun así se encontraron diferencias significativas en el 

mes de junio de 2013 (p=0,0002), en el que la temperatura media registrada en la 

segunda noche fue superior a la de la primera. Finalmente, en 2014 se encontraron 

diferencias significativas en los meses de junio (p=0,0002), agosto (p=0,0112) y octubre 

(p=0,0002). En el caso de junio y octubre, la temperatura media fue mayor en la segunda 

noche, mientras que en el mes de agosto sucedió lo contrario. 

Tabla 20. Valores de temperatura media registrados durante cada noche en los dos puntos de 
muestreo de cada estación durante los tres periodos del estudio. N1: primera noche; N2: segunda 
noche. 

 
 

4.4.1.2. Temperatura máxima 

En el caso de las temperaturas máximas, el valor medio más alto fue registrado en el mes 

de agosto de 2012; mientras que en 2013 y 2014, se registró en julio, tal y como se 

muestra en la Figura 77. 

Las diferencias en el promedio de los valores de temperaturas máximas registrados entre 

los periodos de muestreo no fueron significativas (p=0,9131), sin embargo sí se 

encontraron diferencias significativas entre los meses, a excepción del mes de 

septiembre (Tabla 21). El análisis de comparación múltiple mostró diferencias 

significativas entre los meses de agosto y octubre de 2012, frente a 2013 y 2014 (Tabla 

22). Concretamente, la temperatura registrada en agosto de 2012 fue superior a los otros 

dos años; mientras que en el mes de octubre de 2012 la temperatura fue menor a los 

otros dos periodos de muestreo, como se puede comprobar en la Figura 77. 

 



Resultados 

126 
 

 

Figura 77. Evolución de los valores medios de temperaturas máximas registrados en cada periodo 
de muestreo. 

En la Figura 78 se representa la evolución de los valores de temperatura máxima 

registrados en cada estación a lo largo de los tres años del estudio. En el análisis 

estadístico se encontraron diferencias significativas entre los valores de temperatura 

máxima registrados en todas las estaciones en agosto de 2012 y 2013, y en septiembre 

de los tres años (Tabla 23). No obstante, el análisis de comparación múltiple no mostró 

diferencias significativas entre estaciones concretas (p>0,05 en todos los casos). 

 

Tabla 21. Análisis de las diferencias en los valores medios de 
temperatura máxima mensuales entre los tres periodos de 
muestreo (test no paramétrico de Kruskal-Wallis). (*): p<0,05. 

 
 

 

 

 
Tabla 22.  Valores p resul- 
tantes tras el análisis de las 
diferencias entre las tempe- 
raturas máximas medias 
registradas mensualmente, 
comparadas por años (test 
de comparación múltiple de 
Dunn). (*): p<0,05. 

Tabla 23. Resultados de los 
valores p tras analizar las 
diferencias entre las tempe- 
raturas máximas promedio  
mensuales de las estacio- 
nes (test no para- métrico 
de Kruskal-Wallis). (*): 
p<0,05. 

Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

2012 29,10 32,70 25,81 14,98

2013 22,81 28,79 27,9 25,44 20,86

2014 25,55 30,4 28,05 26,53 20,41
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Mes Valor p 

Junio *0,0002 

Julio *0,0468 

Agosto *0,0007 

Septiembre 0,0621 

Octubre *0,0003 

 Mes 

Año Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012 vs. 2013 > 0,9999 *0.0016 > 0,9999 *0.0003 

2012 vs. 2014 0.2395 *0.0055 0.4546 *0.0111 

2013 vs. 2014 0.0508 > 0,9999 0.0584 0.9642 

 Mes 

Año Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012 - 0,2667 *0,0286 *0,0190 0,0667 

2013 0,0667 0,1333 *0,0476 *0,0095 0,0857 

2014 0,1143 0,1238 0,0762 *0,0095 0,1333 
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Figura 78. Temperatura máxima media registrada en cada estación durante cada periodo de 
muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 
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ATE 29,40 33,65 27,25 15,95

BOS 29,30 32,70 25,45 15,05
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POL 27,20 31,60 24,30 14,00
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4.4.1.3. Temperatura mínima 

En relación con las temperaturas mínimas medias observadas en cada periodo de 

muestreo, se puede observar en la Figura 79 que el valor más bajo del año 2013 fue 

registrado en junio y no en octubre, como sucedió en los otros dos periodos. Así mismo, 

en 2014 las temperaturas mínimas del mes de agosto fueron inferiores a las registradas 

en el mes de septiembre.  

 

 

Figura 79. Evolución de los valores de temperatura mínima registrados a lo largo de los tres 

periodos de muestreo.  

El estudio estadístico encontró que los valores globales entre periodos no fueron 

significativamente diferentes (p=0,8151), mientras que sí existieron diferencias 

significativas entre todos los meses de los tres periodos del estudio (Tabla 24). Las 

diferencias entre temperaturas mínimas medias registradas en 2012 y 2013 fueron 

significativas entre todos los meses (Tabla 25), a excepción de agosto, siendo mayor la 

temperatura registrada en 2012 en julio y septiembre, y menor en octubre (Figura 79). 

Entre 2012 y 2014 se hallaron diferencias significativas en agosto y octubre, siendo 

mayor la temperatura en 2012 en ambos meses (Tabla 25). Las diferencias entre los 

datos registrados en 2013 y 2014 no fueron significativas (Tabla 25). 
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Tabla 24. Análisis de las diferencias en los valores 
medios de temperatura mínima mensuales entre los tres 
periodos de muestreo (test no paramétrico de Kruskal-
Wallis). (*): p<0,05. 

 
 
 
 
 

 
Tabla 25. Valores p obte- 
nidos tras el análisis de las 
diferencias entre las tempe- 
raturas mínimas registradas 
mensualmente en las esta- 
ciones, comparando los tres 
años de muestreo (test de 
comparación múltiple de 
Dunn). (*): p<0,05. 

 
 

En la Figura 80 se presentan los valores medios de temperatura mínima registrados en 

cada estación a lo largo de cada periodo del estudio. Como se muestra en la Tabla 26, 

estos valores presentan diferencias significativas en los meses de agosto y septiembre de 

2012, y desde junio a septiembre de 2013. Sin embargo, en el año 2014 no se 

observaron diferencias significativas. El análisis de comparación múltiple de Dunn no 

evidenció diferencias específicas entre estaciones concretas (p>0,05 en todos los casos). 

 

Tabla 26.  Valores p 
resultantes tras el estudio 
estadístico de las diferencias 
en las temperaturas mínimas 
promedio registradas men- 
sualmente en las estaciones 
a lo largo de los tres periodos 
de muestreo (test no para- 
métrico de Kruskal-Wallis). 
(*): p<0,05. 

  

 

Mes Valor p 

Junio *0,0002 

Julio *0,0358 

Agosto *0,0031 

Septiembre *0,0063 

Octubre *0,0001 

 Mes 

Año Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012 vs. 2013 *0,0309 >0,9999 *0,0052 *0,0252 

2012 vs. 2014 0,8896 *0,0079 0,8659 *<0,0001 

2013 vs. 2014 0,3843 0,0118 0,1156 0,3846 

 Mes 

Año Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012  0,1619 *0,0190 *0,0381 0,0762 

2013 *0,0381 *0,0381 *0,0381 *0,0476 0,0857 

2014 0,0857 0,1143 0,1143 0,0667 0,0667 
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Figura 80. Valores medios de temperatura mínima registrados en cada estación durante cada 
periodo del muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 
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JIC 22,20 21,10 17,85 6,75

POL 19,80 16,30 15,75 3,90
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4.4.2. Humedad relativa 

Al igual que con los valores de temperatura, se ha estudiado la humedad relativa media, 

la humedad relativa máxima y la humedad relativa mínima. 

4.4.2.1. Humedad relativa media 

Como se puede observar en la Figura 81, el valor de humedad relativa media más bajo 

de los años 2012 y 2013 fue registrado en el mes de agosto, mientras que en el año 2014 

fue en el mes de julio. Por otro lado, el valor más alto fue registrado en el mes de octubre 

en los tres años estudiados. Las diferencias de los valores de humedad relativa media 

registrados en los tres periodos no fueron estadísticamente significativas (p=0,4969).  

Tampoco fueron significativas las variaciones en los valores de humedad relativa media 

entre los meses de cada periodo de muestreo, a excepción de junio de 2013 y 2014, 

siendo inferior el valor registrado en 2013 (p=0,0286) (p>0,05 en el resto de casos). 

 

Figura 81. Evolución de los valores de humedad relativa media a lo largo de cada periodo de 

muestreo. 

En relación a los valores de humedad relativa media registrados en las cuatro estaciones 

de muestreo, se encontraron diferencias a lo largo de los tres años, tal como se muestra 

en la Figura 82. Estas diferencias fueron significativas en los meses de julio, agosto, 

septiembre y octubre (Tabla 27). Concretamente, en el año 2012 se encontraron 

diferencias significativas entre las estaciones ATE y POL, en los meses de agosto y 

octubre; y entre las estaciones JIC y POL, en los meses de julio, agosto y octubre. En 

todos los meses mencionados la humedad relativa fue mayor en la estación POL. En el 

año 2013, la humedad relativa en la estación ATE mostró diferencias significativas frente 

a BOS en el mes de agosto y frente a POL en agosto, septiembre y octubre; siendo en 

todos los casos el valor de humedad relativa menor en ATE. Finalmente, en 2014 se 

Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

2012 32,28 30,43 57,05 74,94

2013 54,99 47,74 46,83 53,34 81,10
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hallaron diferencias significativas entre los valores obtenidos en las estaciones ATE y 

POL, en septiembre; y entre JIC y POL, en julio y septiembre, registrándose los valores 

más altos en esta última (Tabla 28). 

Tabla 27. Resultado de los 
valores p tras el análisis de 
las diferencias entre la hume- 
dad relativa media registrada 
mensualmente a lo largo de 
los tres periodos de muestreo 
(test no paramétrico de 
Kruskal-Wallis). (*): p<0,05. 

 

Tabla 28. Valores p obtenidos tras estudiar las diferencias entre los valores de humedad relativa 
media registrados mensualmente en las estaciones, durante cada periodo de muestreo (test de 
comparación múltiple de Dunn). (*): p<0,05. 

  Mes 

Año Estaciones Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2
0
1
2

 

ATE vs. BOS  0,7133 >0,9999 0,9495 0,3803 

ATE vs. POL  0,1876 *0,0451 0,2255 *0,0220 

ATE vs. JIC  >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. POL  >0,9999 0,9495 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. JIC  0,0561 >0,9999 >0,9999 0,3803 

POL vs. JIC  *0,0084 *0,0360 0,9495 *0,0227 

2
0
1
3

 

ATE vs. BOS >0,9999 0,2051 *0,0178 0,0561 0,4482 

ATE vs. POL 0,9495 0,1405 *0,0227 *0,0360 *0,0178 

ATE vs. SJIC >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. POL >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. JIC >0,9999 0,6605 0,5258 0,2697 >0,9999 

POL vs. JIC >0,9999 0,4844 0,6139 0,1876 0,1049 

2
0
1
4

 

ATE vs. BOS >0,9999 0,2255 >0,9999 0,2255 >0,9999 

ATE vs. POL 0,8249 0,1049 >0,9999 *0,0451 0,3803 

ATE vs. JIC >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. POL >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 

BOS vs. JIC >0,9999 0,1049 >0,9999 0,2255 >0,9999 

POL vs. JIC >0,9999 *0,0451 0,7133 *0,0451 >0,9999 

 

 Mes 

Año Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012  *<0,0001 *0,0046 0,1848 *0,0001 

2013 0,4784 *0,0348 *0,0002 *0,0006 *0,0031 

2014 0,4104 *0,0008 0,4603 *0,0006 0,3490 
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Figura 82. Valores de humedad relativa media registrados en las estaciones durante cada año de 
muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 

Julio Agosto Septiembre Octubre

ATE 29,65 27,68 53,03 69,00

BOS 33,84 30,15 58,51 78,48

JIC 28,21 27,44 54,85 67,59

POL 37,42 36,01 61,83 84,71
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También se estudiaron las diferencias en los valores de humedad relativa media 

registrados cada noche de muestreo a lo largo de los tres años (Tabla 29). En el año 

2012, sólo se encontraron diferencias significativas en septiembre (p=0,0011), siendo los 

valores registrados más altos en la segunda noche. En 2013, se registraron diferencias 

significativas en junio (p=0,0002) y julio (p=0,0274), meses en los que el valor de 

humedad relativa media fue mayor en la primera noche. En el caso del año 2014, fueron 

tres los meses que mostraron diferencias significativas: junio (p=0,002), cuyos valores 

registrados fueron superiores en la primera noche; agosto (p=0,0019) y octubre 

(p=0,0003), en los que la humedad relativa media fue mayor en la segunda noche de 

muestreo (Tabla 29). 

Tabla 29. Valores de humedad relativa media registrada durante cada noche en los puntos de 

muestreo de cada estación a lo largo del estudio. N1: noche 1; N2: noche 2. 

 

4.4.2.2. Humedad relativa máxima 

En la Figura 83 se representan los valores medios de humedad relativa máxima. Se 

puede observar como los valores inferiores fueron registrados en julio, tanto en 2012 

como en 2014; mientras que en 2013 se registraron en agosto. Además, los valores más 

altos se volvieron a dar en octubre en los tres periodos de muestreo. Los valores de 

humedad relativa máxima no presentaron diferencias significativas entre los diferentes 

periodos (p=0,6095).  
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Figura 83. Evolución de los valores de humedad relativa máxima a lo largo de cada periodo de 
muestreo. 

En relación a los valores de humedad recogidos en junio de 2013 y junio de 2014 no se 

encontraron diferencias significativas (p=0,3282). En cambio, sí se encontraron entre los 

valores registrados en julio de 2012 y 2013, siendo inferiores en 2012; y entre agosto de 

2012, 2013 y 2014, volviendo a ser inferiores en 2012 (Tabla 30). 

Tabla 30. Valores p 
obtenidos tras analizar los 
datos promedio de humedad 
relativa máxima registrados 
mensual- mente entre cada 
periodo de muestreo (test de 
compara- ción múltiple de 
Dunn). (*): p<0,05. 

 

Los datos de humedad relativa máxima variaron entre las cuatro estaciones a lo largo del 

estudio (Figura 84). El análisis estadístico mostró diferencias significativas en agosto y 

septiembre de 2012, en julio y septiembre de 2013, y en junio y julio de 2014 (Tabla 31). 

En todos estos casos, se observó que la estación con el valor más bajo de humedad 

relativa máxima se dio en la estación ATE, mientras que el valor más alto se observó en 

la estación POL. Sin embargo, el análisis de comparación múltiple mostró que estas 

diferencias no son significativas (p>0,05 en todos los casos). 

 

Tabla 31. Valores p 
resultantes tras el análisis de 
las diferencias en la hume- 
dad relativa máxima registra- 
da mensualmente en las 
estaciones a lo largo de 
cada periodo (test no para- 
métrico de Kruskal-Wallis). 
(*): p<0,05. 

 

Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

2012 46,10 48,53 77,48 88,55

2013 79,79 63,23 61,71 71,70 93,59

2014 84,00 56,13 69,90 78,30 94,15
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 Mes 

Año Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012 vs. 2013 *0,0003 *0,0441 >0,9999 0,1978 

2012 vs. 2014 0,0588 *0,0001 >0,9999 0,0646 

2013 vs. 2014 0,3346 0,2691 0,7078 >0,9999 

 Mes 

Año Junio Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012  0,0667 *0,0095 *0,0381 0,1143 

2013 0,1143 *0,0095 0,1143 *0,0095 *0,0476 

2014 *0,0095 *0,0095 0,0667 0,1238 0,1143 
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Figura 84. Valores medios de humedad relativa máxima registrados en las estaciones a lo largo 
de cada año de muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 
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ATE 43,90 41,05 74,05 83,25

BOS 46,15 50,35 78,80 93,65

JIC 42,35 45,15 77,25 83,05

POL 52,00 57,55 79,80 94,25
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4.4.2.3. Humedad relativa mínima 

En relación a los valores medios de humedad relativa mínima, en la Figura 85 se puede 

comprobar que los valores inferiores se registraron en agosto de 2012 y 2014, y en julio 

de 2013; mientras que los más altos se volvieron a registrar en octubre. Las diferencias 

observadas entre los valores de los tres periodos de muestreo no fueron significativas 

(p=0,8736).  

 

 

Figura 85. Evolución mensual de los registros de humedad relativa mínima en cada periodo de 

muestreo. 

El análisis de los valores mensuales entre los periodos de muestreo no mostró 

diferencias significativas entre junio de 2013 y junio de 2014 (p=0,1304), pero sí entre 

julio de 2012 y de 2013, siendo inferior en 2012; entre agosto de 2012-2013 y 2013-2014, 

con el valor registrado en 2013 superior a los otros dos años; y entre octubre de 2012 y 

los otros dos años, siendo inferior en 2012 (Tabla 32). 

 

Tabla 32. Resultado de los 
valores p tras estudiar las 
diferencias en los datos 
promedio de humedad relativa 
mínima registrados mensual- 
mente entre de cada periodo 
de muestreo (test de com- 
paración múltiple de Dunn). 
(*): p<0,05. 

 

Por otro lado, se observaron diferencias en los valores de humedad relativa mínima 

recogidos en las estaciones de muestreo (Figura 86), siendo significativas en junio de 

2014 (p=0,0381), aunque el análisis de comparación múltiple no detectó diferencias 

significativas entre estaciones en concreto (p>0,05 en todos los casos). 

Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

2012 21,73 19,15 33,33 48,61

2013 31,34 25,78 31,29 32,08 54,60

2014 36,69 23,89 17,55 34,73 56,51
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 Mes 

Año Julio Agosto Septiembre Octubre 

2012 vs. 2013 *0,0360 *0,0216 >0,9999 *0,0194 

2012 vs. 2014 >0,9999 0,4716 0,6084 *0,0001 

2013 vs. 2014 0,3460 *0,0001 0,2397 0,5370 
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Figura 86. Valores medios de humedad relativa mínima registrada en las estaciones a lo largo de 
cada año de muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 
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4.5. Fenología 

4.5.1. Trampas adhesivas 

El total de flebotomos capturados durante cada periodo de muestreo mediante trampas 

adhesivas fue de n=8.825, n=8.630 y n=11.169 en 2012, 2013 y 2014, respectivamente. 

Como se puede comprobar en la Tabla 33, el aumento del número de flebotomos en el 

último periodo de muestreo se debió a un incremento en el número de ejemplares tanto 

de P. perniciosus como de S. minuta. 

Tabla 33. Número de flebotomos capturado cada mes durante los tres periodos de muestreo.  

  Especie de flebotomo  

Año Mes P. perniciosus S. minuta P. papatasi Total 

2
0
1
2

 

Junio 1.628 147 0 1.775 

Julio 1.203 1.011 0 2.214 

Agosto 1.640 1.121 0 2.761 

Septiembre 1.516 473 0 1.989 

Octubre 66 20 0 86 

TOTAL 6.053 2.772 0 8.825 

2
0
1
3

 

Junio 241 83 0 324 

Julio 917 705 1 1.623 

Agosto 866 1.404 0 2.270 

Septiembre 3.099 838 0 3.937 

Octubre 430 46 0 476 

TOTAL 5.553 3.076 1 8.630 

2
0
1
4

 

Junio 895 128 1 1.024 

Julio 1.027 864 0 1.891 

Agosto 1.481 1.581 0 3.062 

Septiembre 2.215 1.586 0 3.801 

Octubre 1.222 170 0 1.392 

TOTAL 6.840 4.329 1 11.170 

 

En la Figura 87 se muestra la evolución de las capturas mediante trampas adhesivas a lo 

largo de los tres periodos de muestreo, más irregular en el caso de P. perniciosus con 

respecto a S. minuta. Concretamente, en las capturas de P. perniciosus (Figura 87A), 

durante 2012 se observó un descenso de junio a julio, para luego aumentar en agosto, 

mes en el que se registró el pico más alto de ejemplares. En 2013 y 2014, las capturas 

presentaron un aumento en julio para alcanzar el máximo en septiembre. En cuanto a S. 

minuta (Figura 87B), la dinámica de capturas siguió un mismo patrón durante los tres 

años, en los que el pico de capturas se encontró en agosto. La diferencia más 

sobresaliente fue la meseta observada en septiembre de 2014. En este mes se mantuvo 

el valor de capturas alcanzado en agosto, a diferencia de los otros dos periodos, en los 
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que tuvo lugar un claro descenso en el número de S. minuta. El estudio de las diferencias 

entre las capturas mensuales a lo largo de los tres periodos indicó que no fueron 

significativas en el caso de P. perniciosus (p=0,1008), pero sí para S. minuta (p=0,0043).  

 

 

Figura 87. Evolución de las capturas mediante trampas adhesivas de P. perniciosus (A) y S. 
minuta (B) a lo largo de los meses de muestreo en cada año.  

Como se puede apreciar en la Figura 88A, el número de machos de P. perniciosus 

capturado mediante trampas adhesivas fue muy superior al número de hembras. En 

general, se correlacionan las capturas de hembras y machos de esta especie, aunque se 

detectaron algunas excepciones en agosto de 2012 y 2013, y en julio de 2014, meses en 

los que el número de machos asciende y el de hembras disminuye. En cuanto a S. 

minuta, el número de hembras y machos capturado fue muy similar (Figura 88B), y la 

evolución de ambos a lo largo de los meses se mantuvo pareja, a excepción de agosto 

2012, donde el número de machos aumentó, al contrario que el de hembras. 
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Figura 88. Evolución del número de hembras y de machos de P. perniciosus (A) y S. minuta (B) 
capturado con trampas adhesivas a lo largo de cada año del estudio.  

4.5.1.1. Valores de densidad  

Para el cálculo de la densidad de flebotomos se utilizó el valor de la superficie 

muestreada cada mes, que varió ligeramente según el número de trampas que no fueron 

recuperadas después de las dos noches de muestreo (Figura 89). El total de superficie 

anual muestreada fue de 31,84 m2 en 2012 y 2014, y de 31,6 m2 en 2013. En la Figura 90 

se presenta la densidad mensual obtenida de P. perniciosus y S. minuta en cada periodo 

de muestreo. En el caso de P. perniciosus se detectaron diferencias significativas entre 

las densidades de junio, agosto y octubre (Tabla 34). Concretamente, las diferencias se 

encontraron entre junio de 2012 y 2013, al ser en el primer año muy superior; entre 

agosto de 2013 y de 2014, siendo superior en 2014; y entre octubre de 2012 y de 2014, 

siendo inferior la densidad en 2012 (Tabla 35). Sin embargo, no se detectaron diferencias 

significativas entre los valores de densidad de S. minuta (Tabla 35). Debido al bajo 

número de ejemplares de P. papatasi capturados (n=2), la densidad resultante fue de 

0,16 flebotomo/m2, dato no representativo que no se ha incluido en las figuras. 
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Figura 89. Superficie muestreada (m
2
) 

mensualmente a lo largo de los tres periodos 
de estudio. 

 

Tabla 34. Análisis de las diferencias 
entre las densidades mensuales obte- 
nidas a lo largo del muestreo (prueba de 
Kruskal-Wallis). (*): p< 0,05. 

 
 
 
 
 
 
 

Tabla 35. Valores p obtenidos tras el análisis de las diferencias en las densidades mensuales de 
P. perniciosus (P. per) y S. minuta (S. min) de cada periodo de muestreo (prueba de comparación 

múltiple de Dunn). (*): p<0,05. 

 

 Valor p  

Mes P. perniciosus S. minuta 

Junio *0,0048 0,8906 

Julio 0,6667 0,7061 

Agosto *0,0132 0,9945 

Septiembre 0,1219 0,8151 

Octubre *0,0002 0,2397 
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Figura 90. Densidad total (flebotomos/m
2
), densidad de P. perniciosus y densidad de S. minuta, 

calculadas para cada mes durante los tres años de muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 
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4.5.2. Trampas de luz 

El total de flebotomos capturados durante cada periodo mediante trampas de luz tipo 

CDC fue de n=8.492, n=3.777 y n=4.233 en 2012, 2013 y 2014, respectivamente. Como 

se puede observar en la Tabla 36, la diferencia en el número de flebotomos registrado en 

2012 es debida a que se capturó un mayor número de ejemplares de P. perniciosus, 

destacando los meses de julio y agosto. Así mismo, el número de ejemplares de P. 

perniciosus fue mucho mayor al de S. minuta en los tres años del estudio 

Tabla 36. Número de flebotomos capturado mensualmente mediante trampas de luz a lo largo de 

los tres periodos de muestreo. 

  Especie de flebotomo  

Año Mes P. perniciosus S. minuta P. sergenti Total 

2
0
1
2

 

Junio 1.661 19 0 1.680 

Julio 2.127 144 1 2.271 

Agosto 3.367 207 1 3.574 

Septiembre 875 76 0 951 

Octubre 14 0 0 14 

TOTAL 8.044 446 2 8.492 

2
0
1
3

 

Junio 126 24 0 150 

Julio 665 49 0 714 

Agosto 730 147 0 877 

Septiembre 1.830 84 0 1.914 

Octubre 118 4 0 122 

TOTAL 3.469 308 0 3.777 

2
0
1
4

 

Junio 725 8 0 733 

Julio 729 67 0 796 

Agosto 923 58 0 981 

Septiembre 1.434 53 0 1.487 

Octubre 226 10 0 236 

TOTAL 4.037 196 0 4.233 

 

En la Figura 91A se observa que las capturas de P. perniciosus realizadas en 2012 

mostraron su máximo en agosto, mientras que en 2013 y 2014 se produjo en septiembre. 

Estas diferencias en el número de P. perniciosus durante cada mes, entre los tres 

periodos, no fueron significativas (p=0,0766). En cuanto a S. minuta, el número de 

ejemplares no fue muy elevado, lo que ha dificultado el establecimiento de un patrón 

claro. Aun así, tal como se muestra en la Figura 91B, en 2012 y 2013 el mes con mayor 

número de flebotomos de esta especie fue agosto, mientras que en 2014 fue julio, 

aunque la diferencia con los dos meses posteriores fue escasa. Además, se observaron 

diferencias significativas en las capturas mensuales entre los tres periodos (p=0,0025); 

concretamente, en agosto y octubre (p=0,0467).  
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Figura 91. Evolución de las capturas mensuales de P. perniciosus (A) y S. minuta (B) obtenidas 

mediante trampas de luz cada año de muestreo.  

 
En las Figuras 92A y 92B se representa la evolución de las capturas de hembras y 

machos de P. perniciosus y S. minuta a lo largo de cada año, respectivamente. En el 

caso de la primera especie, el mayor número de hembras en el año 2012 se observó en 

el mes de julio, mientras que en los machos se registró en el mes de agosto. En los otros 

dos años, el número de hembras y machos evoluciona de manera pareja apareciendo el 

pico de capturas en septiembre, tal como se comentó anteriormente. En relación a las 

capturas de S. minuta, en los años 2012 y 2014 se encontró un mayor número de 

machos que de hembras, mientras que en el año 2013, las capturas fueron muy 

similares. Así mismo, en 2012 y 2013 agosto fue el mes con mayor número de 

flebotomos, tanto de hembras como de machos. Sin embargo, en 2014 el número de 

hembras fue muy similar en julio y agosto, sin mostrar un pico claramente diferenciado, 

mientras que en el caso de los machos se observó un patrón bimodal, con valores 

máximos en julio y septiembre. 
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Figura 92. Evolución del número de hembras y machos de P. perniciosus (A) y S. minuta (B) 

capturado mediante trampas de luz a lo largo de cada año del estudio.  

 

4.5.3. Relación entre los flebotomos capturados y los parámetros climáticos 

A lo largo de cada periodo de muestreo los valores de temperatura y humedad relativa 

sufrieron variaciones que se relacionan con las capturas de flebotomos, tal como se 

refleja en las Figuras 93 y 94. Las relaciones entre el número de flebotomos capturado y 

estos dos factores climáticos se estudiaron mediante el test de correlación de Spearman, 

tanto de manera global como por tipo de trampa empleado. 
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Figura 93. Número de ejemplares de P. perniciosus y S. minuta capturado mensualmente 
mediante trampas adhesivas durante cada periodo de muestreo, en relación con la temperatura y 
humedad relativa registradas. A) 2012, B) 2013, C) 2014. Tª (ºC), temperatura en grados Celsius; 

HR, humedad relativa. 
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Figura 94. Número de ejemplares de P. perniciosus y S. minuta capturado mensualmente 
mediante trampas de luz en cada periodo de muestreo, en relación con la temperatura y humedad 
relativa registradas. A) 2012, B) 2013, C) 2014. Tª (ºC), temperatura en grados Celsius; HR, 

humedad relativa. 
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4.5.3.1. Relación entre flebotomos capturados y los valores registrados de 

temperatura 

4.5.3.1.1. Capturas totales 

El estudio de correlación del número de ejemplares de P. perniciosus y S. minuta 

capturados con los valores de temperatura registrados dio como resultado una relación 

positiva. La correlación fue mayor para S. minuta (P. perniciosus: Tª media, r=0,4; Tª 

máxima, r=0,7; Tª mínima, r=0,6. S. minuta: Tª media, r=0,7; Tª máxima, r=0,9; Tª 

mínima, r=0,7). Sin embargo, esta correlación no fue significativa en ningún caso 

(p>0,05). 

El análisis de cada periodo de muestreo puso de manifiesto que esta relación positiva 

entre capturas y temperatura fue mayor en 2012, aunque sin llegar a ser significativa 

(p>0,05 en todos los casos) (Tabla 37). 

Tabla 37. Relación del 
número total de flebo- 
tomos capturado frente 
a los valores de tempe- 
ratura media, máxima 
y mínima registrados 
en cada periodo de 
mues- treo (test de 
correlación de 
Spearman). 

 

 
 

4.5.3.1.2. Flebotomos capturados mediante trampas adhesivas 

El estudio de correlación entre el número de flebotomos capturado mediante trampas 

adhesivas en cada periodo de muestreo y los valores de temperatura también muestra 

mayoritariamente una relación positiva, tanto para P. perniciosus como para S. minuta. La 

excepción se produjo con P. perniciosus en 2014, donde se observó una leve relación 

negativa con la temperatura mínima. Sin embargo, no se encontraron relaciones 

significativas en ninguno de los tres periodos de muestreo (p>0,05 en todos los casos). 

Así mismo, tal como se señala en la Tabla 38, S. minuta presentó mayor correlación 

positiva con los valores de temperatura que P. perniciosus en todos los periodos de 

muestreo. 

 
 
 
 
 
 
 
 

  Coeficiente de correlación (r) 

Año 
Especie de 

flebotomo 
Tª media Tª máxima Tª mínima 

2012 
P. perniciosus 0,9 1 0,8 

S. minuta 0,7 1 0,8 

2013 
P. perniciosus 0,6 0,5 0,7 

S. minuta 0,9 0,7 0,8 

2014 
P. perniciosus 0,6 0,6 0,5 

S. minuta 0,5643 0,5643 0,2052 



Resultados 

150 
 

Tabla 38. Relación de los 
flebotomos capturados 
mediante trampas adhe- 
sivas con las tempera- 
turas medias, máximas y 
mínimas registradas en 
cada periodo de mues- 
treo (test de correlación 
de Spearman). 

 
 
 
 

 

Los resultados de los análisis de correlación muestran que la temperatura se relacionó de 

manera diferente con el número de hembras y de machos capturados. En el total de 

flebotomos capturados mediante trampas adhesivas durante los tres años de muestreo 

se observó que la temperatura media, máxima y mínima se relacionó positivamente con 

los machos de P. perniciosus y con hembras y machos de S. minuta. Sin embargo no 

hubo relación, o fue baja, con las hembras de P. perniciosus. Esta misma relación se 

detectó en cada año por separado, a excepción de 2014, donde la relación de P. 

perniciosus, tanto hembras como machos, fue negativa (Tabla 39). En ningún caso la 

relación observada fue estadísticamente significativa (p>0,05 en todos los casos). 

Tabla 39. Relación de hembras y machos de P. perniciosus y S. minuta capturados mediante 
trampas adhesivas con los valores de temperatura media, máxima y mínima registrados a lo largo 
del estudio entomológico (test de correlación de Spearman). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.3.1.3. Flebotomos capturados mediante trampas de luz 

En el caso de los flebotomos capturados con trampas de luz, la relación fue igualmente 

positiva, pero mayor que con las trampas adhesivas (P. perniciosus: Tª media, r=0,7; Tª 

máxima, r=0,9; Tª mínima, r=0,7. S. minuta: Tª media, r=0,9; Tª máxima, r=1*; Tª mínima, 

r=0,9). Solamente en el caso de S. minuta, se observó una correlación positiva 

significativa con la temperatura máxima (p=0,0167). 

  Coeficiente de correlación (r) 

Año 
Especie de 

flebotomo 
Tª media Tª máxima Tª mínima 

2012 
P. perniciosus 0,8 0,8 0,4 

S. minuta 1 1 0,8 

2013 
P. perniciosus 0,5 0,6 0,6 

S. minuta 0,9 0,7 0,8 

2014 
P. perniciosus 0,1 0,1 -0,1 

S. minuta 0,5 0,5 0,3 

  
Coeficiente de correlación (r) 

Tª media Tª máxima Tª mínima 

Año Especie de flebotomo ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

Global 
P. perniciosus 0 0,4 0,1 0,7 0,2 0,6 

S. minuta 0,7 0,7 0,9 0,9 0,7 0,7 

2012 
P. perniciosus 0,4 0,8 0,4 0,8 0,8 0,4 

S. minuta 0,8 1 0,8 1 1 0,8 

2013 
P. perniciosus 0,5 0,6 0,6 0,5 0,6 0,7 

S. minuta 0,9 0,9 0,7 0,7 0,8 0,8 

2014 
P. perniciosus -0,6 -0,2 -0,6 -0,2 -0,1 -0,2 

S. minuta 0,6 0,5 0,6 0,5 0,1 0,3 
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La relación entre las capturas anuales y las temperaturas registradas fue igualmente 

positiva durante todos los años. Esta relación fue mayor en 2012 para los tres valores de 

temperatura. En 2013 y 2014 se observó que la correlación positiva fue mayor en S. 

minuta (Tabla 40). Los estudios mostraron que en ningún caso esta relación fue 

significativa (p>0,05 en todos los casos). 

Tabla 40. Relación de 
los flebotomos captu- 
rados mensualmente 
mediante trampas de 
luz y las temperaturas 
medias, máximas y 
mínimas registradas en 
cada periodo de mues- 
treo (test de correlación 
de Spear-man). 

 

 

 

 

Respecto a la relación con la temperatura de las hembras y machos capturados mediante 

trampas de luz, se observó una relación positiva tanto en las capturas globales como en 

su análisis por año de muestreo. Como se muestra en la Tabla 41, la relación fue mayor 

en el caso de S. minuta, tanto en las hembras como en los machos, entre los que no 

hubo apenas diferencias. Además, se observó que la relación fue significativa entre el 

total de hembras y machos de S. minuta con la temperatura máxima (p=0,0167, en 

ambos casos). En el caso de los machos de P. perniciosus los análisis mostraron que la 

relación con la temperatura media y máxima fue generalmente mayor que frente a las 

hembras. 

Tabla 41. Relación de hembras y machos de P. perniciosus y S. minuta capturados mediante 
trampas de luz con los valores de temperatura media, máxima y mínima registrados a lo largo del 
estudio (test de correlación de Spearman). 

  

Coeficiente de correlación (r) 

Tª media Tª máxima Tª mínima 

Año Especie de flebotomo ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

Global 
P. perniciosus 0,5 0,7 0,7 0,9 0,9 0,7 

S. minuta 0,9 0,9 *1 *1 0,9 0,9 

2012 
P. perniciosus 0,8 1 0,8 1 1 0,8 

S. minuta 1 0,8 1 0,8 0,8 1 

2013 
P. perniciosus 0,5 0,6669 0,6 0,5643 0,6 0,6669 

S. minuta 0,9 0,9 0,7 0,7 0,8 0,8 

2014 
P. perniciosus 0,1 0,6 0,1 0,6 0,4 0,5 

S. minuta 0,6669 0,7182 0,6669 0,7182 0,1539 0,6669 

 

  
Coeficiente de correlación (r) 

Año 
Especie de 

flebotomo 
Tª media Tª máxima Tª mínima 

2012 
P. perniciosus 1 1 0,8 

S. minuta 1 1 0,8 

2013 
P. perniciosus 0,7 0,6 0,6 

S. minuta 0,9 0,7 0,8 

2014 
P. perniciosus 0,6 0,6 0,5 

S. minuta 0,9 0,9 0,5 
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En líneas generales, el número de flebotomos capturados se relacionó positivamente con 

los valores de temperatura media, máxima y mínima, tanto a nivel en global como durante 

cada periodo. Además, se encontró que la relación fue mayor con las capturas realizadas 

mediante trampas de luz y con S. minuta, en relación a las trampas adhesivas a P. 

perniciosus, respectivamente. 

4.5.3.2. Relación entre flebotomos capturados y los valores de humedad relativa 

4.5.3.2.1. Capturas totales 

El estudio de correlación entre el número de P. perniciosus y S. minuta y los valores de 

humedad relativa registrados mostró una relación negativa, pero no significativa (p>0,05 

en todos los casos). Así mismo, se observó que la correlación negativa fue mayor en S. 

minuta para los tres valores de humedad relativa (P. perniciosus: HR media, r=-0,4; HR 

máxima, R=-0,6; HR mínima, r=-0,7. S. minuta: HR media, r=-0,7, HR máxima, r=-0,7; 

HR mínima, r=-0,9). 

Al estudiar cada periodo de muestreo por separado, se observó que en el año 2012 se 

registró una mayor correlación negativa entre el número de flebotomos y los valores de 

humedad relativa, siendo significativos en el caso de P. perniciosus frente a la humedad 

relativa media (p=0,0167) (Tabla 42). 

Tabla 42. Relación 
entre los flebotomos 
capturados con res- 
pecto a los valores re- 
gistrados de humedad 
relativa (HR) media, 
máxima y mínima du- 
rante cada año de 
muestreo (test de co 
rrelación de Spear- 
man). (*): p<0,05. 

 
 

 

 

4.5.3.2.2. Flebotomos capturados mediante trampas adhesivas 

El estudio de correlación entre las capturas realizadas con trampas adhesivas de cada 

periodo y los valores de humedad relativa mostró nuevamente una correlación negativa. 

Esta relación fue superior en el año 2012, aunque no fue significativa en ningún caso 

(p>0,05 en todos los casos). Así mismo, esta relación negativa fue mayor en S. minuta en 

relación con P. perniciosus (Tabla 43). 

 

 

 

  
Coeficiente de correlación (r) 

Año 
Especie de 

flebotomo 
HR media HR máxima HR mínima 

2012 
P. perniciosus *-1 -0,8 -1 

S. minuta -0,9 -0,8 -1 

2013 
P. perniciosus -0,6 -0,6 -0,1 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,5 

2014 
P. perniciosus -0,6 -0,6 -0,7 

S. minuta -0,5643 -0,5643 -0,7182 
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Tabla 43. Relación 
entre los flebotomos 
capturados mediante 
trampas adhesivas y 
los valores de hume- 
dad relativa (HR) me- 
dia, máxima y mínima 
registrados en cada 
periodo (test de corre- 
lación de Spearman). 

 

 

 

 

Por otro lado, se observaron diferencias en la relación de los valores de humedad relativa 

con respecto a las hembras y machos capturados. En el caso de P. perniciosus, la 

relación negativa fue mayor en los machos, excepto en 2012. Entre hembras y machos 

de S. minuta no se observan apenas diferencias. Destaca la relación positiva de P. 

perniciosus con los valores de humedad relativa en 2014. En ningún caso se encontraron 

relaciones significativas (p>0,05) (Tabla 44). 

Tabla 44. Relación entre hembras y machos de P. perniciosus y S. minuta capturados con 
trampas adhesivas y los valores de humedad relativa (HR) media, máxima y mínima registrados a 
lo largo del estudio (test de correlación de Spearman). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.3.2.3. Flebotomos capturados mediante trampas de luz 

En el caso de los flebotomos capturados con trampas de luz también se observó una 

relación negativa con los tres valores de humedad relativa estudiados (P. perniciosus: 

HR media, r=-0,7; HR máxima, R=-0,7; HR mínima, r=-0,9. S. minuta: HR media, r=-0,9, 

HR máxima, r=-0,9; HR mínima, r=-1*). Esta relación fue mayor en el caso de la humedad 

relativa mínima, siendo significativa para las capturas de S. minuta (p=0,0167). 

  
Coeficiente de correlación (r) 

Año 
Especie de 

flebotomo 
HR media HR máxima HR mínima 

2012 
P. perniciosus -0,8 -0,4 -0,8 

S. minuta -1 -0,8 -1 

2013 
P. perniciosus -0,5 -0,5 -0,2 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,5 

2014 
P. perniciosus -0,1 -0,1 -0,3 

S. minuta -0,5 -0,5 -0,6 

  

Coeficiente de correlación (r) 

HR media HR máxima HR mínima 

Año Especie de flebotomo ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

Global 
P. perniciosus 0 -0,4 -0,2 -0,6 -0,1 -0,7 

S. minuta -0,7 -0,7 -0,7 -0,7 -0,9 -0,9 

2012 
P. perniciosus -0,4 -0,8 -0,8 -0,4 -0,4 -0,8 

S. minuta -0,8 -1 -1 -0,8 -0,8 -1 

2013 
P. perniciosus -0,5 -0,6 -0,5 -0,6 -0,2 -0,1 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,9 -0,9 -0,5 -0,5 

2014 
P. perniciosus 0,6 0,2 0,6 0,2 0,5 0,1 

S. minuta -0,6 -0,5 -0,6 -0,5 -0,8 -0,6 
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La relación entre las capturas realizadas cada año con trampas de luz y la humedad 

relativa fue negativa en todos ellos, aunque con valores no significativos (p>0,05 en todos 

los casos). En 2012 se encontró que la relación fue mayor que en los otros dos años, 

pero sin mostrarse diferencias para P. perniciosus y S. minuta. En los otros dos periodos 

se encontró una disminución en la correlación, aunque menor para S. minuta (Tabla 45). 

Tabla 45. Relación 
entre los flebotomos 
capturados mediante 
trampas de luz y los 
valores de humedad 
relativa (HR) media, 
máxima y mínima re- 
gistrados en cada pe- 
riodo de muestreo 
(test de correlación 
de Spearman). 

 

 

 

Al estudiar hembras y machos por separado, la relación negativa fue similar para ambos, 

tanto en P. perniciosus como en S. minuta. En el caso de esta última especie, se observó 

que la relación fue significativa entre las capturas globales y los valores de temperatura 

mínima (p=0,0167, para hembras y machos) (Tabla 46). 

Tabla 46. Relación entre el número de hembras y machos de P. perniciosus y S. minuta 
capturados mediante trampas de luz y los valores de humedad relativa (HR) media, máxima y 
mínima registrados a lo largo del estudio (test de correlación de Spearman). (*): p<0,05. 

  

Coeficiente de correlación (r) 

HR media HR máxima HR mínima 

Año Especie de flebotomo ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

Global 
P. perniciosus -0,5 -0,7 -0,9 -0,7 -0,7 -0,9 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,9 -0,9 *-1 *-1 

2012 
P. perniciosus -0,8 -1 -1 -0,8 -0,8 -1 

S. minuta -1 -0,8 -0,8 -1 -1 -0,8 

2013 
P. perniciosus -0,5 -0,6669 -0,5 -0,6669 -0,2 -0,2052 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,9 -0,9 -0,5 -0,5 

2014 
P. perniciosus -0,1 -0,6 -0,1 -0,6 -0,2 -0,7 

S. minuta -0,6669 -0,7182 -0,6669 -0,7182 -0,6669 -0,5643 

 

 

 

  
Coeficiente de correlación (r) 

Año 
Especie de 

flebotomo 
HR media HR máxima HR mínima 

2012 
P. perniciosus -1 -1 -1,0 

S. minuta -1 -1 -1,0 

2013 
P. perniciosus -0,7 -0,7 -0,3 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,5 

2014 
P. perniciosus -0,6 -0,6 -0,7 

S. minuta -0,9 -0,9 -0,8 
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En general, se observó una correlación negativa entre las capturas de flebotomos y los 

valores de humedad media, máxima y mínima. En 2012 esta relación fue superior a los 

otros dos periodos y, en todos ellos fue S. minuta la especie que presentó una mayor 

correlación negativa con la humedad relativa. 

 

4.6. Aislamiento y caracterización de aislados de Leishmania  

4.6.1. Tasas de infección 

El número total de hembras de flebotomo disecadas durante los tres años de muestreo 

fue de 3.203, detectándose promastigotes en los tubos digestivos de 117 ejemplares, lo 

que supuso una tasa de infección media del 3,65%. Desglosando por año de muestreo, 

en 2012 se encontraron promastigotes en 19 hembras de un total de 735 disecadas 

(2,6%), siendo agosto y septiembre los meses con las tasas de infección más altas. 

Destacando la tasa hallada en la estación BOS en el mes de septiembre (12,60%) (Figura 

95A). En 2013 se disecaron 864 hembras, siendo positivas 57 (6,6%). Este año los 

meses con mayores tasas de infección fueron agosto y octubre, en los que los valores 

sobrepasaron el 10% en todas las estaciones, a excepción de ATE. Destacaron los 

valores encontrados en la estación POL, en torno el 30% de ejemplares infectados 

(Figura 95B). Finalmente, en 2014 la tasa de infección volvió a disminuir al detectarse un 

2,6% de hembras infectadas (41 de 1.604 disecadas). Los valores más altos de este año 

se encontraron entre agosto, septiembre y octubre, dependiendo de la estación de 

muestreo, como se puede comprobar en la Figura 95C. El análisis estadístico no detectó 

diferencias significativas entre las tasas de infección de los tres periodos de muestreo 

(p=0,4627). 

Como se muestra en la Figuras 95A, 95B y 95C, los datos de las tasas de infección 

variaron entre las cuatro estaciones. Durante 2012 y 2013 las estaciones con mayores 

tasas de infección fueron BOS y POL. Sin embargo, en 2014 las tasas de infección 

encontradas en POL disminuyeron, mientras que en BOS se mantuvieron elevadas y 

aumentaron en la estación JIC. Las diferencias en las tasas de infección entre estaciones 

sólo fueron significativas en 2014 (2012, p=0,5627; 2013, p=0,4404 y 2014, p=0,0184). 

Por otro lado, las tasas de infección de cada estación a lo largo de los tres periodos de 

muestreo sólo mostraron diferencias significativas en la estación JIC (p=0,0298). 
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Figura 95. Evolución de las tasas de infección en P. perniciosus para cada estación a lo largo de 
los tres periodos de muestreo. A) 2012, B) 2013, C) 2014. 
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4.6.1.1. Relación de la tasa de infección con los valores de densidad, el número de 

P. perniciosus capturado mediante trampas de luz y los parámetros 

climáticos 

El análisis de la relación entre la densidad de P. perniciosus en los tres años de muestreo 

fue ligeramente positiva en 2012 y 2013, incrementándose en 2014 (2012, r=0,1026; 

2013, r=0,2; 2014, r=0,7). Esta relación no fue significativa en ningún caso (p>0,05). 

Por otro lado, también se encontró una leve relación positiva entre el número de P. 

perniciosus capturado con trampas de luz y las tasas de infección en 2012 (r=0,3078) y 

2013 (r=0,2), sin ser significativas (p>0,05). En 2014 no se halló relación al ser r=0. 

Al estudiar la posible relación entre la tasa de infección y el valor de la temperatura media 

registrada se observó una leve relación positiva en 2012 (r=0,4) y 2013 (r=0,3), mientras 

que en 2014 fue negativa (r=-0,4). Sin embargo, ninguna de estas relaciones fue 

significativa (p>0,05). 

En el caso de la humedad relativa media, se observó que las tasas de infección se 

relacionaron negativamente con este parámetro en 2012 (r=-0,4) y 2013 (r=-0,3), y 

positivamente en 2014 (r=0,4), aunque en ningún año dichas relaciones fueron 

significativas (p>0,05). 

 

4.6.2. Caracterización de los aislados mediante amplificación de las regiones 

ITS1 e ITS2 

De las 117 hembras de P. perniciosus en las que se visualizaron promastigotes durante 

las disecciones se consiguieron aislar, cultivar y caracterizar de manera satisfactoria 67 

(57,26%). En 2012 y 2013 se caracterizaron más de un 70% de los aislados (73,68% y 

77,19%, respectivamente); sin embargo, en 2014, el porcentaje disminuyó de manera 

acusada hasta un 31,70% debido a que un gran número de aislados se contaminó con 

hongos y/o bacterias (28 de los 41 aislados), lo que impidió el crecimiento de los 

promastigotes. Tras el análisis y alineamiento de la secuencias, se estudiaron 8 regiones 

microsatélites polimórficas presentes en las regiones ITS1 e ITS2, cuyas variaciones 

permiten diferenciar las especies de L. infantum. Los resultados concluyeron que todos 

los aislados correspondían al genotipo ITS-Lombardi (Figura 96). En el Anexo 1 se 

recogen los alineamientos de las secuencias completas correspondientes a los aislados 

obtenidos durante cada periodo del estudio (Figuras 118-120).  
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Figura 96. Alineamiento parcial en el que se muestran las diferencias en las regiones polimórficas 
de los fragmentos de las secuencias ITS1 e ITS2 entre diferentes genotipos de L. infantum 
(genotipo Lombardi (AJ000295); genotipo A (AJ634341); genotipo A/B (AJ634355); genotipo B 
(AJ000288); genotipo E (AJ634361); genotipo F (AJ634370)) y la secuencia del primer aislado 
caracterizado en este estudio (ATE1FL2). 

 

4.7. Detección de L. infantum mediante métodos moleculares 

Para la detección de L. infantum se llevaron a cabo tres protocolos de PCR convencional 

que amplifican dianas diferentes: un fragmento de 120 pb del ADNk, un fragmento de 702 

pb del gen cpb y un fragmento de 300-350 pb de la región ITS1. En total se analizaron 

912 hembras de P. perniciosus, de las cuales 308 presentaban sangre en su tubo 

digestivo. De este total de hembras, 88 fueron positivas a L. infantum (9,65%). El 

porcentaje de hembras infectadas fue mayor entre las hembras con sangre (n=41; 

13,31%) que entre las hembras sin sangre (n=47; 7,78%). 

En la figura 98 se muestra una representación de los productos de PCR obtenidos tras la 

amplificación del fragmento de ADNk (Figura 97A), del fragmento del gen cpb (Figura 

97B) y de la región ITS1 (Figura 97C). Las 88 hembras positivas fueron detectadas 

mediante la amplificación del fragmento de 120 pb del ADNk. De estas, 73 muestras 

fueron confirmadas mediante la amplificación del fragmento de 702 pb del gen cpb 

correspondiente a L. infantum y 7 mediante la amplificación de la región ITS1.  

En relación a las hembras de S. minuta, fueron analizadas 33 hembras con sangre y 40 

hembras sin sangre, resultando todas ellas negativas a L. infantum tras el análisis 

mediante PCR del ADNk. 



Resultados 

159 
 

 

Figura 97. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para la detección de L. 
infantum en flebotomos. A) Amplificación del fragmento de ADNk. M1, marcador de 100 pb 
(Biotools

®
); 1, control negativo de PCR; 2, blanco de extracción; 3-11, ADN de hembras de P. 

perniciosus; 12, control positivo (10 pg de ADN de promastigotes de L. infantum JPCM5); M2, 
marcador de FiX174/HinfI (Biotools

®
). B) Amplificación del fragmento de cpb. M1, marcador de 100 

pb (Biotools
®
); 1, control negativo de PCR; 2-12, ADN de hembras de P. perniciosus; 13, control 

positivo (100 pg de ADN de promastigotes de L. infantum JPCM5); M2, marcador de 1 kb 
(Biotools

®
). C) Amplificación del fragmento de ITS1. M1, marcador de 100 pb (Biotools

®
); 1, control 

negativo de PCR; 2-9, ADN de hembras de P. perniciosus; 10, control positivo (1 ng de ADN de 
promastigotes de L. infantum JPCM5); M2, marcador de 100 pb (Biotools

®
). 

 

4.7.1. P. perniciosus positivos a L. infantum en cada periodo de muestreo y 

estación 

De las 308 hembras de P. perniciosus con sangre analizadas, 100 fueron capturadas en 

2012, 92 en 2013 y 116 en 2014. Las tasas de infección fueron disminuyendo a lo largo 

de los tres años, siendo del 23% (n= 23) en 2012, del 11,11% (n=12) en 2013 y del 
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4,76% (n= 6) en 2014. Estas diferencias entre las tasas de infección en las hembras con 

sangre, durante los periodos de muestreo, no fueron significativas (p=0,1200). En el caso 

de las hembras sin sangre, la mayor tasa de infección se encontró en el periodo de 

muestreo de 2013, alcanzando el 10,13% tras detectarse 21 hembras positivas de las 92 

analizadas. En 2012, se detectaron 15 hembras de P. perniciosus infectadas por L. 

infantum de las 225 analizadas (6,66%). Finalmente, en 2014 se encontró la menor tasa 

de infección (5,88%), al detectarse 11 hembras positivas de las 187 analizadas. La 

diferencia en las tasas de infección de las hembras sin sangre no fue significativa entre 

los tres periodos de muestreo (p=0,5101). 

En relación a las tasas de infección de las hembras con sangre en cada estación, la tasa 

media más alta (25,67%) resultó ser la de la estación POL (19 hembras positivas de 74 

analizadas), seguida del 13,15% detectado en la estación BOS (15 hembras positivas de 

114), del 6,25% en ATE (4 hembras positivas de 64) y del 5,26% en JIC (3 hembras 

positivas de 57). En la Figura 98 se muestra la variación de las tasas de infección en 

cada estación a lo largo de los tres años de muestreo, destacando el 66,66% registrado 

en POL en 2012. El análisis estadístico no evidenció diferencias significativas en las 

tasas de infección entre estaciones (p=0,4959).  

 

Figura 98. Porcentaje de hembras con sangre positivas a L. infantum por estación durante cada 

periodo de muestreo. 

Por otro lado, en relación a las hembras sin sangre, la tasa de infección más alta se 

encontró también en la estación POL (13,68%; 13 hembras positivas de 95), seguida por 

BOS (13,04%; 21 hembras positivas de 161), JIC (4,27%; 10 hembras positivas de 234) y 

ATE (2,63%; 3 hembras positivas de 114). Estas diferencias entre estaciones sí fueron 

significativas (p=0,0084), aunque sin establecerse diferencias entre estaciones concretas 

tras el análisis de comparación múltiple (p>0,05 en todos los casos). Al igual que con las 

hembras con sangre, las tasas de infección en cada estación mostraron variaciones a lo 

largo de los tres periodos de muestreo (Figura 99), destacando el 25% de hembras de 

flebotomo infectadas en POL en 2013.  
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Figura 99. Porcentaje de hembras sin sangre positivas a L. infantum en cada estación a lo largo 

de los tres periodos de muestreo. 

 

4.8. Optimización y validación de una qPCR para la detección y cuantificación 

de Leishmania en P. perniciosus 

4.8.1. Optimización  

Para determinar las condiciones óptimas de la qPCR se realizaron diferentes pruebas en 

los que se variaron el número de ciclos y la concentración de cebadores. Tras los 

diferentes ensayos se determinó que un número mayor a 40 ciclos daba lugar a la 

disminución de la eficacia de la reacción de qPCR y que una concentración de cebadores 

mayor a 0,1 µM producía un aumento en la aparición de dímeros. Finalmente las 

condiciones de reacción establecidas fueron las siguientes: 10 µl de “Quantimix Hotsplit 

Easy Kit” (Biotools®), 0,5 µl de BSA 20 mg/ml (Roche®), cebadores 0,1 µM, 40 ng de ADN 

y agua libre de ADNasas (Sigma-Aldrich®) hasta completar el volumen final de 20 µl. La 

desnaturalización inicial fue de 15 min a 95ºC seguida de 40 ciclos de 10 s a 95ºC, 10 s a 

58ºC y 30 s a 72 ºC. 

4.8.2. Curva patrón 

Tras el análisis estadístico, no se observaron diferencias significativas entre las tres 

réplicas de cada una de las curvas patrón realizadas (curva patrón realizada con ADN de 

promastigotes, p=0,8981; curva patrón realizada con ADN de promastigotes al que se 

añadió ADN extraído de flebotomos mantenidos en el LEM, p=0,8847). Además, el 

análisis comparativo entre las dos curvas demostró que no existían diferencias 

significativas entre ambas (p=0,6294). Los valores Ct promedio y la desviación estándar 

(DE) de cada una de las diluciones de ambas curvas patrón se muestran en la Tabla 47. 
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Tabla 47. Media de los valores Ct y desviación estándar (DE) de cada una de las diluciones de 

promastigotes. 

 

 

El límite de detección obtenido con ambas curvas fue de 0,001 parásitos/reacción, lo que 

corresponde a 1 promastigote/ml en la muestra de origen. Considerando que un 

promastigote de L. infantum presenta alrededor de 80,2 fg, sumando el genoma haploide 

de 69,7 fg y 10,5 fg del material genético del kinetoplasto (Peacock y col., 2007), el límite 

de detección de esta qPCR fue de 0,08 fg de ADN. En la Figura 100 se muestra un 

gráfico de adquisición de fluorescencia resultante del análisis de las diluciones seriadas 

de ADN de promastigotes de L. infantum.  

 
Figura 100. Gráfico de adquisición de fluorescencia obtenido con las diluciones de promastigotes 
de L. infantum (10

7
 promastigotes/ml – 1 promastigote/ml). CNA, control negativo sin ADN; CN, 

control negativo. 
 

Por otro lado, en ambas curvas patrón se observó una pérdida de linealidad a partir de la 

dilución 102 promastigotes/ml que provocó una disminución de la eficiencia global de 

estas reacciones. Este hecho se puede observar en las gráficas de las Figuras 101A y 

101B. A pesar de ello, en el análisis de las muestras de ADN de hembras de flebotomo la 

eficiencia de las reacciones sí se mantuvo dentro de los valores correctos, como se 

muestra en el apartado 4.8.3.  
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Figura 101. A) Curva patrón obtenida con las diluciones seriadas 1:10 de promastigotes de L. 
infantum (10

7
 promastigotes/ml - 1 promastigote/ml). B) Curva patrón obtenida con las diluciones 

1:10 de promastigotes de L. infantum (10
7
 promastigotes/ml - 1 promastigote/ml) a las que se 

añadieron 30 ng de ADN de flebotomos procedentes de la colonia establecida en el LEM (CNM-
ISCIII). Ct, ciclo umbral; R

2
, coeficiente de determinación. 

 

4.8.3. Análisis de muestras 

En total se analizaron mediante qPCR 135 hembras (2012, n=58; 2013, n=39; 2014, 

n=38), de las cuales 68 fueron positivas según los métodos de amplificación 

convencionales explicados anteriormente (apartado 4.7.2). De estas 68 hembras, 35 

presentaban sangre en su tubo digestivo (Tabla 48).  

 

Tabla 48. Relación de 
ejemplares de P. per- 
niciosus analizados 

mediante qPCR.  

 

 

En la Tabla 49 se muestra el resultado de las cargas parasitarias observadas en las 

hembras de P. perniciosus analizadas. Dentro de las hembras con carga parasitaria muy 

alta se obtuvo una muestra con carga superior a 100.000 parásitos/ml. Se observó que 

las hembras capturadas en el año 2012 presentaron una carga parasitaria mayor en 

relación a las hembras capturadas en 2013 y 2014 (Figura 102), aunque esta diferencia 

no fue significativa (p=0,7233). 

 
Tabla 49. Estimación de la carga parasitaria 
de L. infantum en hembras de P. perni- 
ciosus mediante qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 Año  

 
  2012   2013   2014 Total 

Muestra - + - + - + - + 

Hembras sin sangre 12 14 10 9 16 10 38 33 

Hembras con sangre 9 23 12 8 8 4 29 35 

Total 17 37 22 17 24 14 67 68 

Carga parasitaria 

(parásitos/reacción) 

Número de 

flebotomos (%) 

Muy alta (>10.000) 11 (16,17%) 

Alta 

(1.000-10.000) 
16 (23,53%) 

Moderada 

(10-1.000) 
21 (30,9%) 

Baja (<10) 20 (29,4%) 

A B 
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Figura 102. Distribución de la carga 
parasitaria de L. infantum en las hem- 
bras analizadas de cada periodo de 
muestreo. (  ) 2012, (  ) 2013, (  ) 
2014. 

 

En la Figura 103 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos en una de las 

reacciones, donde se puede comprobar que las muestras positivas y negativas se 

pudieron diferenciar claramente. La eficiencia de las reacciones fue correcta (eficiencia 

media=1,06±0,07; pendiente media=-3,2±0,14) a pesar de la pérdida de eficiencia 

observada en las curvas estándar.  

 

 

Figura 103. Representación de los resultados del análisis mediante qPCR de hembras de 
flebotomo. A) Gráfico de adquisición de fluorescencia donde se diferencian entre hembras 
positivas y negativas a L. infantum, y controles positivos y negativos. B) Concentración de la carga 
parasitaria (parásito/reacción) de las muestras en relación a los controles positivos. Valores 
obtenidos en la reacción de qPCR: coeficiente de correlación (R=1), coeficiente de determinación 
(R

2
=1), pendiente (M=-3,339), compensación (B=31,765), eficiencia (0,99). Ct, ciclo umbral. 
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Por otro lado se analizó la diferencia en la carga parasitaria estimada entre las hembras 

con sangre y sin sangre. En el caso de las hembras con sangre, la carga media estimada 

fue de 8,02 parásitos/reacción, frente a la carga media de 1.580 parásitos/reacción de las 

hembras que no presentaban sangre (Figura 104). Esta diferencia entre ambos grupos 

fue estadísticamente significativa (p<0,0001).  

 

 

 

 

 

 

Figura 104. Distribución de las 
hembras analizadas con sangre (  ) y 
sin sangre  (  ) en relación a la carga 
parasitaria determinada mediante 
qPCR. 

 

4.9. Detección de Trypanosoma spp. en P. perniciosus 

En el análisis molecular mediante amplificación de la región ITS1 para la detección de L. 

infantum en las hembras de P. perniciosus se observó la aparición de una banda de 

alrededor de 480 pb en algunas de las muestras, siendo muy tenue en alguna de ellas, 

como se puede observar en las Figuras 105A, 105B y 105C. Esta banda se detectó sólo 

en hembras con sangre en las que la fuente de alimentación había sido sangre de conejo 

(ver apartado 4.10). Finalmente, se observó que en 20 de las 155 hembras analizadas 

aparecía esta banda de ≈480 pb tras la amplificación de la región ITS1. A continuación se 

procedió a realizar la amplificación de un fragmento de 940 pb de ARNr SSU en estas 20 

hembras, resultando positivas 6 de ellas (Figura 106A y 106B). Además, en dos de estas 

hembras también se detectó ADN de L. infantum.  
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Figura 105. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificación de la región ITS1 en la que se 
observan las bandas de ≈480 pb (flechas negras). A) 1, control negativo de PCR; 2-9, ADN de 
hembras de P. perniciosus; 10, control positivo (1 ng de ADN de cultivos promastigotes de L. 
infantum). B) 1, control negativo de PCR; 2-12, ADN de hembras de P. perniciosus; 13, control 
positivo (1 ng de ADN de cultivos promastigotes de L. infantum). C) 1-12, ADN de hembras de P. 
perniciosus; 13, control positivo (1 ng de ADN de cultivos promastigotes de L. infantum). M1, 

marcador de 100 pb (Biotools
®
); M2, marcador de 1 kb (Biotools

®
). 

 

Figura 106. Electroforesis en gel de agarosa tras la amplificación de ARNr SSU en las que se 
observan bandas de ≈940 pb. A) 1, control negativo de PCR; 2-4, ADN de hembras de P. 
perniciosus; 5, control positivo (1 ng de ADN de cultivos promastigotes de L. infantum). B) 1, 
control negativo de PCR; 2-8, ADN de hembras de P. perniciosus; 9, control positivo (1 ng de ADN 
de cultivos promastigotes de L. infantum). M1, marcador de 100 pb (Biotools

®
); M2, marcador de 1 

kb (Biotools
®
). 
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4.9.1. Caracterización molecular 

Con el fin de identificar la naturaleza de las bandas visualizadas tras la amplificación de la 

región ITS1 y ARN SSU, se procedió a la purificación de las mismas y a su posterior 

secuenciación. Seis fragmentos de ITS1 (F24, F25, F27, F44, F47 y F114) y 4 de ARNr 

SSU (F12, F47, F51 y F114) fueron secuenciados con éxito. Sólo en dos de las 20 

muestras (F47 y F114) se consiguió secuenciar tanto el fragmento de ITS1 como de ARN 

SSU. Una vez editadas y analizadas las secuencias, los primeros análisis mediante 

BLAST de los fragmentos de la región ITS1 mostraron una identidad del 86-88% con 

Trypanosoma otospermophili y del 86-87% con Trypanosoma kuseli. Posteriormente, 

pudimos comprobar que los fragmentos de la región ITS1 coincidían en un 96-99% con 

las secuencias de T. nabiasi obtenidas a partir de muestras de tejido de conejos 

capturados en Granada (Merino-Espinosa y col., 2016) (Figura 107). En el caso de los 

fragmentos de ARNr SSU el análisis mediante BLAST mostró un 100% de similitud con 

las secuencias de T. nabiasi anotadas en la base de datos del Genbank® por Hamilton y 

col., 2005 (AJ620568 y AJ843896). Se pudo concluir que las bandas obtenidas en las 

hembras de flebotomo analizadas pertenecían al tripanosomátido T. nabiasi. Tanto las 

secuencias ITS1 como las correspondientes a ARNr SSU de este trabajo fueron anotadas 

en la base de datos DDBJ, con números de acceso LC339503-LC339508 y LC341261-

LC341264, respectivamente (las secuencias completas se encuentran recogidas en el 

Anexo 2). Al realizar el alineamiento de las secuencias obtenidas, no se detectaron 

diferencias entre las secuencias de ARNr SSU, pero sí entre las secuencias ITS1. En 

concreto, las secuencias de la región ITS1 correspondientes a las muestras F25, F47 y 

F114 presentaron una similitud del 100% entre ellas, y de más del 99,4% con las otras 

tres (F24, F27 y F44) (Figura 107). Por otro lado, también se compararon las secuencias 

obtenidas con las secuencias de T. nabiasi procedentes de tejidos de conejos capturados 

en la provincia de Granada (Merino y col., 2016), hallándose diferencias, principalmente 

en una región poli TG (posición 75-92) y en una región poli AT (posición 217-253). En la 

primera región, las 6 secuencias de este estudio presentaron 9 repeticiones frente a las 8 

de las secuencias de Granada. En la segunda región, se observó mayor variabilidad, 

entre 9 y 17 repeticiones (Tabla 50). Además, se detectaron varios polimorfismos entre 

todas las secuencias, como queda reflejado en la Figura 107. 
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Tabla 50. Número de repeticiones 
en las regiones poly TG y poly AT 
de las secuencias ITS1 de T. 
nabiasi obtenidas en este trabajo 
y las secuencias anotadas por 
Merino-Espinosa y col., 2016 
(Nab-A, Nab-B, Nab-C y Nab-D). 

 

 

 

 

 

 

 

Por último, se realizó un estudio filogenético mediante un análisis de máxima 

verosimilitud, tanto de las secuencias de la región ITS1 como de la región ARNr SSU. En 

el caso de las secuencias de la región ITS1, las secuencias de T. nabiasi obtenidas a 

partir de flebotomos infectados se agruparon junto a las secuencias anotadas por Merino-

Espinosa y col., 2016 (LT575228-LT575231) (Figura 108). Por otro lado, las secuencias 

del fragmento ARNr SSU se asociaron en un mismo grupo junto con las dos secuencias 

de T. nabiasi anotadas por Hamilton y col., 2005 (AJ620568 y AJ843896) (Figura 109). 

 

 

 
Número de repeticiones 

Secuencias Región poly TG Región poly AT 
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F47 (LC339504) 
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Figura 107. Alineamiento parcial donde se señalan las diferencias entre los fragmentos de la región ITS1 de T. nabiasi obtenidos en este estudio y los 

fragmentos anotados por Merino-Espinosa y col., 2016. 

 



Resultados 

170 
 

 
Figura 108. Árbol filo- 
genético con las se 
cuencias ITS1 de T. 
nabiasi y de otros 
tripanosomátidos ano- 
tadas en la base de 
datos Genbank

®
 (nú- 

meros de acceso entre 
paréntesis), mediante 
análisis de máxima ve- 
rosimilitud (log= -
1849,0314). Como ta- 
xón externo (outgroup) 
se incluyó una secuen- 
cia de Chritidia fasci- 
culata. Las longitudes 
de las ramas, medidas 
en el número de susti- 
tuciones por sitio, se 
indican junto a cada 
rama. Los números 
rodeados por un círculo 
indican los valores de 
bootstrap (%). 
 

 

 

 

Figura 109. Árbol filo- 
genético construido a 
partir de las secuen- 
cias ARNr SSU de T. 
nabiasi y secuencias 
de otros tripanoso- 
mátidos anotadas en 
la base de datos Gen- 
bank

®
 (números de 

acceso entre parénte- 
sis), mediante análisis 
de máxima verosimi- 
litud(log= -1524,8882). 
Se incluyó como taxón 
externo (outgroup) una 
secuencia de Herpeto- 
monas sp. Las longi- 
tudes de las ramas, 
medidas en el número 
de sustituciones por 
sitio, se indican junto a 
cada rama. Los nú- 
meros rodeados por 
un círculo indican los 
valores de bootstrap 
(%). 
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4.10. Determinación de preferencias alimentarias en flebotomos 

En total se analizaron las preferencias alimentarias de 308 hembras de P. perniciosus y 

33 hembras de S. minuta. De las 308 hembras de P. perniciosus, el 84,41% presentaban 

sangre en fase 2, 3 o 4 del proceso de digestión (ver Figura 57). Finalmente, en 226 

hembras de P. perniciosus se pudo determinar el origen de la sangre ingerida, lo que 

supuso un 73,36% de eficacia. Los fragmentos del gen del cytb obtenidos tras la 

secuenciación del producto amplificado fueron examinados y posteriormente analizados 

mediante el programa BLAST en busca de homologías en la base de datos Genbank®. 

Los resultados mostraron que algo más de la mitad de las hembras alimentadas 

presentaban sangre de conejo (n=155; 50,32%), seguidas de aquellas en las que se 

encontró sangre de liebre (n=59; 19,16%), gato (n=8; 2,59%), humano (n=3; 0,97%) y 

perro (n=1; 0,32%).  

En el análisis mediante BLAST de los fragmentos del cytb obtenidos tras la secuenciación 

se encontraron resultados de dos especies de liebre, L. granatensis y Lepus timidus. La 

identificación de L. timidus es consecuencia de una introgresión del ADN mitocondrial de 

esta especie en el genoma de L. granatensis (Alves y col., 2003; Melo-Ferreira y col., 

2012).  

En el caso de las hembras de S. minuta (n=33), se pudo identificar el origen de la sangre 

ingerida en 10 de las hembras (30,30% de eficacia). En todas ellas, el análisis del 

fragmento del gen cytb determinó que correspondía a ADN de salamanquesa (Tarentola 

mauritanica). De las 33 hembras, 13 de ellas presentaban sangre recién ingerida (fase 2), 

8 se identificaron en fase 3, 5 en fase 4, 6 en fase 5 y 1 en fase 6 (ver Figura 57). La 

sangre fue identificada en hembras en fase 2 (7/13; 53,84%), fase 3 (1/8; 12,50%) y fase 

4 (2/5; 40%). Así mismo, todas las hembras de S. minuta con sangre, excepto una, fueron 

capturadas mediante trampas adhesivas. 

4.10.1. Preferencias alimentarias determinadas por periodo y estación de 

muestreo  

El número total de hembras de P. perniciosus en las que no fue posible identificar el 

origen de la sangre ingerida fue de 82 (26,64%). Este porcentaje varió a lo largo de los 

tres periodos de muestreo: 29%, 23,03% y 25% en 2012, 2013 y 2014, respectivamente. 

En relación a las diferentes fuentes de alimentación, se observó que el porcentaje de 

hembras alimentadas de sangre de conejo aumentó a lo largo de los tres años del 

estudio: 41% en 2012, 50,54% en 2013 y 58,62% en 2014. Por el contrario, las hembras 

en las que se detectó sangre de liebre descendieron: 28%, 17,58% y 12,93% en 2012, 

2013 y 2014, respectivamente. Así mismo, en 2012 se detectó una hembra con sangre 

humana y otra con sangre de perro; en 2013 se detectó, nuevamente, otra hembra con 

sangre humana y 8 hembras que se habían alimentado de sangre de gato. Por último, en 

2014, se encontró otra hembra alimentada con sangre humana. Los resultados se 

resumen en la Figura 110. 
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Figura 110. Origen de la sangre ingerida por las hembras de P. perniciosus a lo largo de los tres 

años del estudio. NI: no identificada. 

En relación al origen de la sangre ingerida identificada en las hembras de P. perniciosus 

se observaron variaciones dependiendo de la estación en la que habían sido capturadas. 

Los resultados del análisis del fragmento del gen de cytb demostraron que en todas las 

estaciones la sangre de conejo fue la fuente de alimentación predominante, a excepción 

de la estación POL, en la que el origen sangre presente en las hembras de P. perniciosus 

correspondió casi exclusivamente a liebre. Resultados opuestos se encontraron en la 

estación BOS, donde se identificó sangre de conejo en la mayoría de las hembras de P. 

perniciosus analizadas. En la estación JIC se registró una mayor variedad de fuentes de 

alimentación ya que, además de sangre de liebre y de conejo, se determinaron otras 

fuentes de alimentación como humano, gato y perro. Estos resultados se encuentran 

recogidos en la Figura 111.  

En cuanto a las hembras de S. minuta en las que se identificó con éxito la fuente de 

alimentación, 9 de ellas fueron capturadas en la estación JIC y una en la estación ATE.  

Así mismo, el porcentaje de hembras en las que no se identificó la fuente de alimentación 

varió entre las cuatro estaciones de muestreo. El menor porcentaje se observó en BOS 

(14,03%), seguida de ATE (23,43%); mientras que el porcentaje en las estaciones JIC y 

POL se situó en el 36,84% y el 37,5%, respectivamente. 



Resultados 

173 
 

 

Figura 111. Origen de la sangre ingerida por las hembras de P. perniciosus en cada estación de 
muestreo a lo largo de los tres años del estudio. 

 

Figura 112. Origen de la sangre ingerida por hembras de P. perniciosus en cada una de las 

estaciones durante los diferentes periodos de muestreo. NI= no identificada. 
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También se observaron diferencias en las preferencias alimentarias de las hembras de 

flebotomo capturadas en cada una de las estaciones a lo largo los tres periodos de 

muestreo. En concreto, en las estaciones ATE y BOS se detectó un incremento del 

número de hembras alimentadas a lo largo de los tres periodos. En la estación JIC, el 

número de hembras alimentadas de liebre y conejo descendió en el año 2013, 

aumentando nuevamente en el año 2014. Además, en esta estación sólo se encontraron 

hembras alimentadas de gato en 2013. Por último, en la estación POL se observó un 

claro descenso en el número de hembras con sangre ingerida (Figura 112). 

 

4.10.2. Detección de L. infantum en hembras con sangre 

Los resultados mostraron que ninguna hembra de P. perniciosus cuya fuente de 

alimentación fuera humano, gato o perro resultó positiva a L. infantum. Por otro lado, de 

las 59 hembras alimentadas de liebre, 14 fueron positivas a L. infantum (23,73%). Trece 

de estas hembras fueron capturadas en la estación POL y una en la estación ATE. En el 

caso de las hembras alimentadas de conejo (n=155), se detectaron 15 positivas a L. 

infantum (9,68%), todas ellas capturadas en la estación BOS, menos un ejemplar 

capturado en ATE. Por último, de las 82 hembras de P. perniciosus en las que no fue 

posible determinar el origen de la sangre ingerida, se detectaron 12 hembras positivas 

(14,63%) (Tabla 51).  

Tabla 51. Número de hembras con sangre ingerida, identificada y no identificada, en cada periodo 
en las que se detectó L. infantum mediante PCR. NI=no identificada. 

  Estación 

 
 

ATE BOS JIC POL 

 
Año 2012 2013 2014 2012 2013 2014 2012 2013 2014 2012 2013 2014 
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 Liebre 

  
1 

   
   11 

 
2 

Conejo 
 

1 
 

2 9 3    
   

NI 2 
   

1 
 

3   5 1 
 

 

4.10.3. PCR-RFLP para la discriminación de las fuentes de alimentación 

El estudio in silico de los fragmentos de 359 pb del gen cytb realizado mediante el 

programa informático SeqBuilder (DNAStar® Lasergene) mostró que las enzimas de 

restricción HaeIII y HinfI permitían discriminar entre las diferentes fuentes de alimentación 

de los flebotomos al obtener patrones de bandas específicos (Figuras 113 y 114). La 

utilización combinada de las dos enzimas permitió diferenciar cada una de las fuentes de 

alimentación analizadas, ya que el uso de sólo una de las enzimas no fue suficiente para 

la discriminación entre algunas fuentes de alimentación. Este fue el caso de las 

secuencias de Equus caballus (KF038165.1) y Gallus gallus (KF981343.1), y de Ovis 
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aries (JX567811.1, KF977846.1 y AJ971339.1) y Capra hircus (GU120393), en las que 

digestión con el enzima HaeIII no permitía su diferenciación, siendo necesaria la digestión 

con HinfI (Tabla 52). Por otro lado, la digestión con HinfI de las secuencias de O. 

cuniculus (HQ596486.1) y de L. granatensis (JF299042.1) mostraba el mismo patrón de 

bandas, pero eran diferenciables tras la digestión con HaeIII (Tabla 52). Tal como se 

puede comprobar en las Figuras 114 y 115, además de poder discriminar entre diferentes 

especies, se encontraron polimorfismos dentro de las poblaciones de conejos y cabras, 

así como entre las especies de liebres, que daban lugar a patrones de bandas diferentes. 

Tabla 52. Secuencias del gen cytb en los que fue necesaria la digestión con ambas enzimas de 

restricción para su identificación. 

 Patrón de bandas (pb) 

Secuencia HaeIII HinfI 

E. caballus (KF038165.1) 

7, 20, 105, 159 

45, 80, 234 

G. gallus (KF981343.1) 10, 162, 187 

O. aries (JX567811.1, 

KF977846.1 y AJ971339.1) 

75, 125, 159 

64, 295 

C. hircus (GU120393.1) 163, 196 

O. cuniculus (HQ596486.1) 45, 131, 183 

72, 125, 162 

L. granatensis (JF299042.1) 131, 228 
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Figura 113. Fragmentos de la secuencia de 359 pb del gen cytb tras el estudio de los sitios de 
restricción con la enzima HaeIII. a) Fuentes de alimentación de las hembras de flebotomo de 
Girona y Menorca. (*) Secuencias KM102050.1, KM213250.1 y KJ154700.1; (**) secuencias 
JX567811.1, KF977846.1 y AJ971339.1. 
 

 

Figura 114. Fragmentos de la secuencia de 359 pb del gen cytb tras el estudio de los sitios de 
restricción con la enzima HinfI. a) Fuentes de alimentación de las hembras de flebotomo de Girona 
y Menorca. (*) Secuencias KM102050.1, KM213250.1 y KJ154700.1; (**) secuencias JX567811.1, 
KF977846.1 y AJ971339.1; (***) GU120393.1 y FM250715.1. 

 

Los resultados obtenidos mediante el análisis con programas informáticos de los 

fragmentos de la secuencia parcial del gen del cytb fueron confirmados a través de la 

amplificación, digestión y posterior electroforesis en gel de agarosa (Figuras 115 y 116), 

aunque se encontraron ciertas discrepancias. En este sentido, según el estudio in silico la 

alimentación mixta O. aries/C. hircus sólo podía diferenciarse mediante la digestión del 

enzima HinfI, sin embargo, al visualizar el gel tras la electroforesis de los productos 

digeridos comprobamos que HaeIII también daba un patrón de bandas diferente que 
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permitía identificar esta alimentación mixta. Además, como se puede observar en las 

Figuras 115 y 116, aparecieron bandas inesperadas de intensidad baja o muy baja. 

 

 

Figura 115. Patrón de bandas obtenido tras la digestión con el enzima de restricción HaeIII de los 
productos amplificados del gen cytb. A) M1, marcador de 100 pb (Biotools

®
); 1, O. cuniculus 

(HQ596486.1); 2, 4 y 5, O. cuniculus (HG810791.1); 3, O. cuniculus (FM205927.1); 6, Homo 
sapiens; 7, L. granatensis; 8, L. timidus*; M2, marcador de 50 pb (Takara). B) M, marcador de 100 
pb (Biotools

®
); 1, O. aries/H. sapiens; 2, H. sapiens; 3, O. aries. C) M1, marcador de 100 pb 

(Biotools
®
); 1, O. aries; 2-4: sangre mixta O. aries/C. hircus; 5, C. hircus; M2, marcador de 50 pb 

(Takara). D) 1, F. catus; 2, C. familiaris; 3, E. caballus; 4, G. gallus; M, marcador de 100 pb 
(Biotools

®
). *Introgresión de ADN mitocondrial de L. timidus en el genoma de L. granatensis. 
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Figura 116. Patrón de bandas obtenido tras la digestión con el enzima de restricción HinfI de los 
productos amplificados de cytb. A) M, marcador de 100 pb (Biotools

®
); 1, O. cuniculus 

(HQ596486.1); 2, 4 y 7, O. cuniculus (HG810791.1); 3, O. cuniculus (FM205927.1); 5, H. sapiens; 
6, L. granatensis; 8, L. timidus*; 9, F. catus; 10, C. familiaris. B) M, marcador de 100 pb (Biotools

®
); 

1–3, sangre mixta O. aries/C. hircus; 4, O. aries; 5: C. hircus. C) M, marcador de 100 pb 
(Biotools

®
); 1, E. caballus; 2, G. gallus. *Introgresión de ADN mitocondrial de L. timidus en el 

genoma de L. granatensis. 
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5. DISCUSIÓN 

Las enfermedades transmitidas por vectores están regidas por un equilibrio entre el 

patógeno, su vector, el medio ambiente y los hospedadores implicados en el ciclo. Este 

equilibrio se ve afectado tanto por factores intrínsecos de cada uno de sus componentes 

como por factores externos que modifican el entorno, pudiendo dar lugar a la disminución 

o aumento de la transmisión de una enfermedad, a la aparición de un brote o al 

desplazamiento a otras zonas. El cambio climático, la urbanización o las migraciones son 

algunas de las causas que afectan a estas enfermedades y a su transmisión. La región 

suroeste de la CM es un ejemplo de cómo los procesos de urbanización de las últimas 

décadas del siglo XX, seguidos de la industrialización y acondicionamiento del área con 

la creación de extensas zonas verdes, han provocado cambios en el entorno que han 

favorecido la aparición del brote de leishmaniosis humana que desde 2010 ya ha 

afectado a más de 700 personas (Arce y col., 2013; Ordobás y col., 2017). El diseño y la 

aplicación de medidas de control de la leishmaniosis en una región endémica o en un 

brote pasan primeramente por el conocimiento en profundidad de las especies de 

flebotomos involucradas en la transmisión y de los hospedadores vertebrados implicados 

en ciclo del parásito. Y es aquí donde se hace imprescindible la realización de estudios 

entomológicos que aporten la información necesaria. 

En esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo una serie de muestreos intensivos de 

flebotomos en la región del mencionado brote durante los periodos de su actividad anual 

en los años 2012, 2013 y 2014, cuyos resultados han permitido describir las poblaciones 

de flebotomos presentes en la región afectada, su dinámica estacional, sus tasas de 

infección y sus preferencias alimentarias. 

 

5.1. Los flebotomos del área del brote de leishmaniosis humana del suroeste de 

la Comunidad de Madrid 

A lo largo del estudio se encontraron cuatro especies de flebotomos: P. perniciosus, P. 

sergenti, P. papatasi y S. minuta. Es destacable la ausencia de la especie P. ariasi, a 

pesar de estar presente en otras zonas de la CM (Conesa-Gallego y col., 1999; Gálvez y 

col., 2010). En un estudio realizado en el área del brote por Tello y col., 2015 tan solo 

encuentran un ejemplar de esta especie durante las capturas extensivas realizadas los 

años 2011, 2012 y 2013 en diferentes puntos del área afectada, apoyando los resultados 

obtenidos. La ausencia de P. ariasi podría deberse a que las variables bioclimáticas y 

ecológicas del área no serían las idóneas para esta especie de flebotomo. En este 

sentido, numerosos trabajos han descrito que P. ariasi tiene una mayor presencia en 

zonas altas con humedad relativa elevada y temperaturas más suaves (Lucientes-Curdi 

1986; Rioux y col., 1986; Martínez-Ortega y Conesa-Gallego, 1987; Gállego y col., 1990; 

Lucientes y col., 1991; Morillas-Márquez y col., 1991; Aransay y col., 2004; Gálvez y col., 

2010; Barón y col., 2011; Rioux y col., 2013; Prudhomme y col., 2015). En relación a las 
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especies capturadas, P. perniciosus fue la especie predominante, seguida de S. minuta, 

coincidiendo nuevamente con los resultados obtenidos por Tello y col., 2015 en la misma 

zona. Sin embargo, en estudios realizados en otras áreas de la CM se había reportado 

una mayor abundancia de S. minuta frente a P. perniciosus (Conesa-Gallego y col., 1999; 

Gálvez y col., 2010). Este hecho es probablemente debido a la abundancia de liebres y 

conejos en el área del brote, que proporciona una importante fuente de alimentación a las 

hembras de P. perniciosus, además de encontrar en las madrigueras de los conejos un 

lugar de cobijo y cría idóneo (Lucientes y col., 2001; Vilas y col., 2012; Arce y col., 2013; 

Aránguez e Iriso, 2017). Por otro lado, la presencia de P. papatasi y P. sergenti ha sido 

testimonial en los tres años, probablemente debido a variables ecológicas poco propicias 

para estas especies, ya que se encuentran habitualmente en zonas con clima árido o 

semiárido (Martínez-Ortega y Conesa-Gallego, 1987; Conesa-Gallego y col., 1999). 

La alteración del área periurbana, tratada en profundidad en la introducción (apartados 

1.5.3.3 y 1.5.3.4), puede ser una explicación al elevado número de P. perniciosus 

recolectado en este trabajo, puesto que estos cambios habrían provocado un aumento de 

la población de liebres y conejos en este espacio abierto y, como consecuencia, también 

se habría dado un incremento en la densidad de los flebotomos al disponer de abundante 

fuente de alimentación (Arce y col., 2013). Esta influencia de los cambios ambientales 

sobre la abundancia de las especies de flebotomos ha sido reportada en numerosos 

estudios tanto en Europa como en América y África (Barón y col., 2011; Fernández y col., 

2013; Maroli y col., 2013; Barhoumi y col., 2015). Así mismo, este hallazgo es acorde con 

las observaciones sobre la plasticidad y adaptabilidad a los cambios ambientales de P. 

perniciosus notificadas en Italia (Tarallo y col., 2010). En general, diferentes 

investigaciones han demostrado que los cambios debido a la acción del ser humano, 

como la deforestación-reforestación, la construcción de nuevas vías de comunicación y la 

urbanización, son factores determinantes que perturban el equilibrio de la dinámica 

hospedador-parásito en las VBD, favoreciendo el incremento de las densidades de las 

poblaciones de vectores y de hospedadores vertebrados o alterando la composición de 

especies, lo que propicia la aparición de brotes de enfermedades infecciosas que dan 

lugar a fenómenos de emergencia o reemergencia (Patz y col., 2000; Aspöck y col., 2008; 

Ready, 2010; Harhay y col., 2011). 

Mediante la colocación de trampas adhesivas fueron capturados 28.625 flebotomos (P. 

perniciosus, n=18.446; S. minuta, n=10.177; P. papatasi, n=2), mientras que con trampas 

de luz tipo CDC se capturó un total de 16.502 ejemplares (P. perniciosus, n=15.550; S. 

minuta, n=950; P. sergenti, n=2). Estas diferencias entre las capturas con las trampas 

adhesivas y las trampas de luz se deben al hecho de que las primeras son un método de 

captura por interceptación, en las que los flebotomos son simplemente capturados al 

encontrarse con ellas durante su desplazamiento; mientras que el segundo método se 

basa en la atracción ejercida por una fuente lumínica en el que se recogen principalmente 

especies de flebotomos que presentan fototropismo positivo, tal como se recoge en las 

revisiones sobre métodos de captura de flebotomos realizadas por Alexander, 2000 y 
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Alten y col., 2015. Así mismo, en las trampas de luz se encontró una gran diferencia 

entre el número de ejemplares de P. perniciosus y de S. minuta, lo que en gran medida 

es debido al mayor fototropismo mostrado por la primera especie (Gállego-Berenguer y 

col., 1992). Por otro lado, los resultados del presente trabajo contrastan con estudios 

anteriores llevados a cabo en la CM en los que registraron una densidad de S. minuta 

superior a la de P. perniciosus mediante el uso de trampas adhesivas (Conesa-Gallego y 

col., 1999). Una posible explicación podría ser la extraordinaria población de P. 

perniciosus presente en la zona debido a la convergencia de factores anteriormente 

mencionados. Además, en este trabajo las trampas adhesivas no fueron colocadas en 

los lugares especificados en otros estudios, como mechinales, orificios o tubos de drenaje 

en muros, tal como describen las revisiones y trabajos de Alexander, 2000 y Alten y col., 

2015, 2016; sino que se colocaron en la base de los troncos de arbustos o árboles, en 

zonas de vegetación y escombros, junto a grietas en el suelo, junto a muros con 

alambrada, en las rejillas de los sumideros de la red de drenaje y en las proximidades de 

madrigueras de conejos, lo que también podría haber influido en las diferencias 

observadas respecto a anteriores estudios.  

En relación al número de ejemplares capturados en cada uno de los periodos de 

muestreo, el menor número de ejemplares se encontró en 2013. Este hecho podría 

deberse a las condiciones climáticas presentes en la primavera de ese año, en la que se 

registraron temperaturas medias más bajas y mayores tasas de precipitación, lo que 

repercutiría en el ciclo biológico de los flebotomos, como ha sido descrito en los estudios 

entomológicos realizados por Gálvez y col., 2010 en la CM. También se deben tener en 

consideración los programas de control llevados a cabo desde 2012 en la zona, que 

incluyeron campañas irregulares de desinsectación que habrían afectado a la población 

de flebotomos (Vilas y col., 2012; Bernal, 2017; Pablos y col., 2017).  

Tras los tres años del estudio, la densidad media mediante trampas adhesivas de P. 

perniciosus, único vector de L. infantum presente en la zona, fue de 193,60 

flebotomos/m2. Valores tan elevados de densidad en escasas ocasiones se han 

registrado en España. Concretamente en  Málaga se han reportado densidades de más 

de 200 flebotomos/m2 de ejemplares pertenecientes al género Phlebotomus (Morillas-

Márquez y col., 1996). Sin embargo, aunque la densidad media en el presente estudio no 

alcanza ese valor, a lo largo de los tres años se han encontrado meses con valores 

superiores, alcanzado un valor máximo de 496,63 P. perniciosus/m2 en agosto de 2013. 

Estos valores concuerdan con los encontrados por Molina, 1994 y Encinas-Grandes y 

col., 1988 en la zona de Villaviciosa de Odón y en Salamanca, respectivamente, donde 

puntualmente llegan a superar los 900 P. perniciosus/m2. En relación al riesgo de 

transmisión, Martín-Sánchez y col., 2009 describen en un estudio realizado en Granada 

que una densidad de P. perniciosus igual o superior a 4 flebotomos/m2 es un factor que 

aumenta el riesgo de transmisión de la leishmaniosis canina. Así mismo, estudios 

realizados en Francia definen como zona de alta transmisión aquella en la que la 

densidad de P. ariasi supere los 20 ejemplares/m2 (Rioux y col., 1967), por lo que si se 
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sigue el mismo criterio, el área estudiada en este trabajo sería una zona con riesgo de 

transmisión extremadamente elevado. La densidad de flebotomos en cada estación 

mostró variaciones entre los diferentes periodos del estudio, observándose una 

disminución generalizada de las capturas, posiblemente gracias a las medidas de control 

adoptadas en el área del brote a lo largo de los diferentes años y que se detallan en 

Bernal, 2017. Sin embargo, se observó alguna excepción, como fue el caso de la 

estación BOS, en la que se registró un aumento en el número de flebotomos, 

probablemente debido a la extensa población de conejos observada en esta estación 

durante los tres años en los que se realizaron los muestreos. Este hecho habría influido 

no sólo sobre la densidad de flebotomos al disponer de un hábitat favorable, sino además 

de una abundante fuente de alimento. 

En cuanto al número de flebotomos capturado entre los dos puntos de muestreo de 

cada estación se observaron diferencias, algunas de ellas significativas (ver Tablas 10 y 

11). Ya que los valores registrados de temperatura y humedad relativa entre los dos 

puntos de muestreo no mostraron diferencias importantes, esta variabilidad en el número 

de flebotomos capturado pueden ser debidas a las condiciones existentes en el entorno 

de cada punto, como la presencia de muros, madrigueras o leñeras, tal como se recoge 

en el apartado 3.2.1, que pueden ser factores relacionados con la densidad de los 

flebotomos, tal como describen numerosos trabajos llevados a cabo en diferentes puntos 

de España (Gálvez y col., 2010; Barón y col., 2011; Alcover y col., 2014; Ballart y col., 

2014; Risueño, y col., 2017). En el punto 1 de las estaciones ATE y BOS los resultados 

muestran un mayor número de ejemplares de P. perniciosus y S. minuta con respecto al 

segundo punto. Sin embargo, en las estaciones JIC y POL, P. perniciosus aparece en 

mayor número en el punto 2 mientras que la especie S. minuta es mayoritaria en el punto 

1. Posiblemente la localización de las trampas más o menos cerca de muros haya 

propiciado la captura de mayor número de ejemplares de S. minuta, ya que esta especie 

muestra preferencia por alimentarse de reptiles, los cuales suelen reposar y cobijarse en 

grietas de muros y del terreno (Rioux y col., 1967; Martínez-Ortega, 1985; Alten y col., 

2015).  

Por otro lado, también se encontraron diferencias en las capturas realizadas entre cada 

una de las noches de muestreo, que fueron significativas en octubre de 2012 y 2013, y 

en junio de 2014. El número de flebotomos fue menor en la primera noche, durante la 

cual la humedad relativa fue superior, mientras que no se observaron apenas diferencias 

en los valores de temperatura. Ya que la humedad relativa se ha correlacionado 

negativamente con la abundancia de flebotomos, es posible que la variación en las 

capturas entre ambas noches sea debida a la influencia de la humedad ambiental, 

aunque no se pueden descartar otros factores como por ejemplo el viento, que puede 

afectar negativamente a las capturas de flebotomos, tal como han descrito estudios 

entomológicos realizados tanto en la CM (Gálvez y col., 2010) como en otras regiones de 

España (Risueño y col., 2017) y en el resto Europa (Branco y col., 2013; Prudhomme y 

col., 2015).  
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En este estudio se halló que el porcentaje de machos de P. perniciosus capturado 

mediante trampas adhesivas fue de alrededor del 90%, y del 60% mediante trampas de 

luz. Estos resultados pueden deberse a la existencia de zonas de cría cercanas a los 

papeles impregnados, a que las hembras de esta especie presentan un fototropismo más 

acusado o a que se desplazan distancias superiores en búsqueda de animales de los que 

alimentarse, como indican otros autores (Gállego-Berenguer y col., 1992; Alexander, 

2000). Resultados similares se han encontrado en estudios entomológicos llevados a 

cabo en otras regiones de España como en Granada, donde se recogieron un número 

muy superior de machos de P. perniciosus con trampas adhesivas que de hembras (3222 

machos frente a 398 hembras) (Morillas-Márquez y col., 1983), o en Murcia, donde 

estudios realizados en 2016 reportaron 77,68% de machos capturados mediante trampas 

adhesivas y 55,40% mediante trampas de luz (Muñoz y col., 2017). En el caso de S. 

minuta, el porcentaje de machos fue mayor con las trampas de luz (63,72%), resultados 

que se asemejan a los reportados en otros estudios llevados a cabo en España (Conesa-

Gallego y col., 1999, Muñoz y col., 2017). Por otro lado, mediante las trampas adhesivas 

se encontró que la relación machos/hembras fue similar (57,41% de machos), como 

también se ha observado en estudios entomológicos realizados en Granada, Zaragoza y 

en Mallorca (Morillas-Márquez y col., 1983; Lucientes-Curdi, 1986; Alcover y col., 2014). 

Sin embargo, en los trabajos llevados a cabo en la CM por Conesa-Gallego y col., 1999, 

el número de hembras de S. minuta capturado mediante trampas adhesivas fue muy 

superior al de machos. La captura de un mayor número de hembras de S. minuta en 

comparacion con P. perniciosus, mediante este tipo de trampas, puede deberse a su 

preferencia por alimentarse de reptiles que, como ya se mencionó anteriormente, buscan 

refugio en grietas y orificios de muros, puntos muchos de ellos cercanos a las trampas 

adhesivas. Además las hembras de S. minuta no presentan un fuerte tropismo por la luz 

como en el caso de P. perniciosus (Rioux y col., 1967; Martínez-Ortega, 1985; Alten y 

col., 2015). 

 

5.2. Dinámica estacional de los flebotomos y su relación con los parámetros 

climáticos 

Los muestreos entomológicos realizados durante tres periodos de actividad anual 

consecutivos han permitido el estudio de la estacionalidad de las poblaciones de las 

especies de flebotomo presentes en la zona. La dinámica estacional de P. perniciosus 

observada a partir de las capturas realizadas mediante trampas de luz mostró un patrón 

bimodal confluente en el que se observa la convergencia de picos de abundancia entre 

junio y septiembre de 2013 y 2014. Sin embargo, en agosto de 2012, mes con menor 

humedad relativa media y mayor temperatura media, se alcanzó el máximo de capturas, 

correspondiendo con un patrón monomodal y concidiendo, a su vez, con el análisis 

estadístico de la correlación entre las capturas de flebotomos y los parámetros 

bioclimáticos. En estudios entomológicos realizados en Murcia también han encontrado 

este tipo de patrón, aunque el pico de flebotomos se registra en julio (Muñoz y col., 2017; 
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Risueño y col., 2017). En el caso de los trabajos llevados a cabo en Extremadura por 

Bravo-Barriga y col., 2016a, los resultados en 2012 fueron compatibles con un patrón 

bimodal confluente con picos en junio y agosto, mientras que al año siguiente se registró 

un solo máximo de P. perniciosus en agosto. Por otro lado, en el presente trabajo el 

número máximo de capturas de 2013 y 2014 se encontró en septiembre, aunque no se 

observó ninguna correlación significativa con los valores climáticos registrados, por lo que 

otros parámetros como el viento, la temperatura o la humedad relativa de los días previos 

al muestreo pueden haber tenido mayor influencia en la abundancia de flebotomos 

encontrada en estos dos años, tal como señalan otros estudios realizados en Europa 

(Gálvez y col., 2010; Alten y col., 2016; Risueño y col., 2017). Estas discrepancias entre 

la dinámica estacional y los parámetros climáticos también se ha visto reflejada en los 

estudios de correlación pues en algunos casos se invirtieron los índices (ver Tablas 35 y 

40), reflejando la posible influencia de otros factores diferentes a los analizados en este 

trabajo, como ya se ha mencionado anteriormente. En cuanto a las capturas de P. 

perniciosus con las trampas adhesivas también se determinó un patrón bimodal 

confluente en 2012 y 2013, mientras que en 2014 se observó el pico de capturas en 

septiembre. Al igual que con las trampas de luz, los resultados de 2012, con máximos en 

junio y agosto, coincidieron en mayor medida con los análisis de correlación respecto a 

los resultados de 2013 y 2014. Este tipo de patrón bimodal confluente, predominante en 

P. perniciosus, también ha sido descrito en otros estudios llevados a cabo en la cuenca 

mediterránea (Alten y col., 2016), y es muy similar al patrón bimodal previamente 

reportado en estudios entomológicos llevados a cabo en España (Lucientes-Curdi y col., 

1991; Morillas-Márquez y col., 1983; Martínez-Ortega y Conesa-Gallego, 1987b; Muñoz y 

col., 2017). 

En el caso de la dinámica estacional de S. minuta, las capturas mediante trampas de 

luz no fueron lo suficientemente significativas como para poder establecer un patrón bien 

definido. Sin embargo, con las trampas adhesivas sí se observa un claro pico en agosto 

de cada periodo, exhibiendo un modelo monomodal. Este mismo modelo fue detectado 

en las capturas de S. minuta en estudios entomológicos realizados en Francia, en los que 

el número mayor de ejemplares fue descrito en julio de 2011 y 2012 y en agosto de 2013 

(Prudhomme y col., 2015). En el presente estudio, agosto fue el mes con los valores más 

elevados de temperatura y los más bajos de humedad relativa, coincidiendo así con los 

análisis de correlación cuyos resultados muestran una relación positiva frente a la 

temperatura y negativa frente a la humedad relativa. Además, los análisis de correlación 

mostraron índices mayores entre los parámetros climáticos y S. minuta que frente a P. 

perniciosus, lo que se ha visto reflejado en los resultados obtenidos. Correlaciones 

similares entre la humedad relativa y la temperatura han sido previamente reportadas en 

estudios entomológicos realizados en la región mediterránea (Gálvez y col., 2010; 

Prudhomme y col., 2015; Risueño y col., 2017; Tsirigotakis y col., 2018). Otros estudios, 

sin embargo, han encontrado correlaciones negativas entre la temperatura y las capturas 

de flebotomos (Bravo-Barriga y col., 2016a). 
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En relación a las fluctuaciones estacionales de hembras y machos a lo largo de los 

tres periodos de muestreo, los machos de ambas especies siguieron la misma dinámica 

que la población total. Sin embargo, en los muestreos realizados mediante trampas 

adhesivas se observó que en agosto de 2012 y 2013 mientras que la densidad de los 

machos de P. perniciosus aumentaba, la densidad de las hembras disminuía. Esta misma 

evolución se encontró en S. minuta en septiembre de 2014. De la misma manera, en las 

capturas realizadas con trampas de luz en el año 2012 se observó un pico de hembras de 

P. perniciosus en julio, mientras que el de los machos se observó en agosto. En los otros 

dos años de muestreo, el número de hembras y machos evoluciona de manera pareja. 

En relación a las capturas de S. minuta, se observó una discrepancia en la dinámica de 

hembras y machos durante 2014, mostrando los machos un patrón bimodal con picos en 

julio y septiembre, mientras que el número de hembras fue muy similar en julio y agosto, 

sin mostrar un máximo bien diferenciado. Debido a que no se ha encontrado una relación 

significativa con los parámetros climáticos estudiados que pudiera explicar estas 

discrepancias en la dinámica de machos y hembras de esta especie, otros factores 

pueden haber afectado a la población de flebotomos, como la distancia de las trampas a 

los lugares de cría, la diferencia en la actividad nocturna, cambios en las condiciones 

climáticas (temperatura, humedad relativa, viento) presentes en las diferentes franjas 

horarias y la influencia del entorno. En relación a estas variaciones, algunos estudios 

realizados en diferentes puntos de Europa han encontrado que la actividad de las 

hembras es mayor desde las 11 de la noche hasta las 2 de la madrugada (Alten y col., 

2016). Así mismo, estudios entomológicos llevados a cabo en Etiopía han constatado que 

la actividad nocturna de las hembras de flebotomo presentaba variaciones dependiendo 

del tipo de hábitat donde se encontraran localizadas las trampas (rural, presencia de 

refugios de animales o cercanía de una determinada especie de árbol) (Lemma y col., 

2014), así como de la fase lunar  presente en el momento del muestreo (Grebresilassie y 

col., 2015). 

 

5.3. Identificación de las preferencias alimentarias de los flebotomos del área del 

brote 

La identificación del origen de la sangre ingerida por las hembras de P. perniciosus 

capturadas en el área del brote muestra que las fuentes de alimentación mayoritarias son 

la sangre de conejo (50,32%) y de liebre (19,16%), confirmando los primeros estudios 

sobre preferencias alimentarias en flebotomos realizados en la zona (Jiménez y col., 

2013). Además, los estudios de xenodiagnóstico directo llevados a cabo en liebres y 

conejos capturados en el foco han puesto de manifiesto que estos lagomorfos son 

capaces de transmitir el parásito a los flebotomos y que juegan el papel de reservorios en 

el foco (Molina y col., 2012; Jiménez y col., 2014). Más aún, se ha demostrado la 

existencia en esta zona de un alto porcentaje de liebres y conejos infectados por L. 

infantum mediante detección molecular del parásito en bazo y piel (Chicharro y col., 
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2017a), la presencia de altos niveles de seroprevalencia de la leishmaniosis en liebres y 

conejos (Moreno y col., 2014) y una alta exposición de estos animales a las picaduras de 

P. perniciosus (Martín-Martín y col., 2014). Todos estos datos han demostrado la 

hipótesis inicial de la existencia de un ciclo silvestre de transmisión de la leishmaniosis en 

los parques del área del brote, independiente del ciclo doméstico clásico, con el perro 

como reservorio principal (Molina y col., 2012; Jiménez y col., 2014). Además, diversos 

estudios realizados en otras áreas de Madrid y en otras regiones de España destacan la 

implicación de liebres y conejos en el ciclo silvestre de L. infantum en el país (Ruiz-Fons y 

col., 2013; Díaz-Sáez y col., 2014; García y col., 2014; Ortega y col., 2017). La situación 

concreta del brote registrado en la región suroeste de la CM parece haber sido favorecida 

por los cambios del uso del suelo sufridos en su entorno, pasando de tener una utilización 

preferentemente agrícola a un uso industrial y el acondicionamiento de zonas verdes para 

disfrute de la población (Vilas y col., 2012; Arce y col., 2013; Aránguez e Iriso, 2017). De 

esta manera, la población de liebres y conejos se ha visto restringida a un área con unas 

condiciones muy propicias para su reproducción en ausencia de depredadores, lo que ha 

dado lugar a un sensible aumento de la densidad de flebotomos. Así mismo, los 

resultados hallados sobre las preferencias alimentarias de los flebotomos en el área del 

brote coinciden con estudios previos que han demostrado la apetencia de P. perniciosus 

por la sangre de conejo (Killick-Kendrick y Killick-Kendrick, 1991; Benito de Martín y col., 

1994; Volf y Volfova, 2011). Por otro lado, también se ha identificado sangre de gato 

(2,59%), de humano (0,97%) y de perro (0,32%) en las hembras de P. perniciosus 

recolectados, poniendo así de manifiesto su predisposición a alimentarse de aquellos 

animales disponibles en su hábitat, confirmando así el comportamiento oportunista de 

esta especie, tal como han reflejado otros estudios realizados en la cuenca mediterránea 

(Botet-Fregola, 1991; Bongiorno y col., 2003; Rossi y col., 2008; Maia y col., 2015; Bravo-

Barriga y col., 2016a; González y col., 2016b). 

En el caso de las hembras de S. minuta, la identificación del origen de la sangre mostró 

que la salamanquesa es la principal fuente de alimentación. Este hallazgo concuerda con 

la información existente que recoge la preferencia de las especies del género 

Sergentomyia por animales de sangre fría, como reptiles y anfibios (Lewis, 1987; Lewis y 

Dyce, 1988). Sin embargo, en los últimos años algunos estudios han detectado ADN de 

otros vertebrados, incluido el ser humano, en hembras de diferentes especies de 

Sergentomyia (Berdjane-Brouk y col., 2012; Maia y col., 2015; Azizi et al., 2016; Bravo-

Barriga y col., 2016b; Senghor y col., 2016; Karakuş y col., 2017; Siripattanapipong y col., 

2018). También se ha detectado sangre humana y de otros mamíferos en hembras de S. 

minuta capturadas en el área del brote y analizadas en el marco de los trabajos 

realizados en el programa de vigilancia entomológica llevado a cabo por la CM (González 

y col., 2016b). La presencia en Sergentomyia de sangre de mamíferos, junto con la 

presencia de ADN de especies de Leishmania patógenas de estos en diversos estudios 

entomológicos realizados en países del Viejo Mundo, está cambiando la percepción que 

se tiene de estas especies como únicos vectores de sauroleishmanias (Mutinga y col., 
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1994; Mukherjee y col., 1997; Campino y col., 2013; Jaouadi y col., 2015; Ayari y col., 

2016; Maia y Depaquit, 2016; Senghor y col., 2016; Pereira y col., 2017). 

En total se identificó el origen de la sangre en el 73,36% de las hembras de P. 

perniciosus analizadas. Esta eficacia es inferior a la obtenida en otros estudios en los que 

se identificó el origen de la sangre en más del 90% de las hembras (Bongiorno y col., 

2003; Valinsky y col., 2014; Bennai y col., 2018), utilizando técnicas de identificación 

diferentes a la de este trabajo. En cambio, el porcentaje fue similar o superior a los 

resultados reportados por otros autores utilizando la misma metodología basada en la 

amplificación y posterior secuenciación de un fragmento del gen del cytb (Svobodová y 

col., 2009; Branco y col., 2013; Es-Sette y col., 2014; Maia y col., 2015; Bravo-Barriga y 

col., 2016a; Paternina y col., 2016). La eficacia en la identificación de la sangre ingerida 

por hembras pertenecientes a la especie S. minuta fue bastante inferior (30,30%), 

porcentaje ligeramente superior al 20% obtenido por Maia y col., 2015 en estudios 

llevados a cabo en Portugal, en los que siguieron la misma metodología. El análisis de la 

procedencia de la sangre presente en el tubo digestivo de artrópodos se enfrenta a 

diversas dificultades como la posible presencia de inhibidores ligados al grupo hemo, el 

elevado contenido de proteínas presente en la cutícula quitinosa de los insectos, la 

cantidad de sangre presente y su grado de digestión (Al-Soud y Rådström, 2001; Velo y 

col., 2005; Casaril y col., 2017). En este sentido, en el caso de las S. minuta, solamente 

13 de las 33 hembras analizadas presentaban sangre recientemente ingerida, lo que 

sumado a las dificultades antes mencionadas podrían ser la causa de la baja eficiencia 

en la identificación del origen de la sangre. 

La presencia de sangre de liebre en hembras de P. perniciosus alimentadas fue 

mayoritaria en la estación situada en el parque de Polvoranca (POL), mientras que en las 

estaciones BOS y ATE se encontró que la mayoría de las hembras presentaban sangre 

de conejo. Este resultado posiblemente sea consecuencia de la segregación de ambos 

lepóridos favorecida por la existencia de barreras físicas como autovías y vías ferroviarias 

y de los taludes que las acompañan. En el CEA de Bosquesur se pudo comprobar, a lo 

largo de las visitas llevadas a cabo durante los muestreos, la existencia de una elevada 

cantidad de madrigueras de conejo a lo largo del entarimado del recinto y en los setos de 

matorrales que lo rodean. Por otro lado, en la estación JIC se encontró una mayor 

variedad de fuentes de alimentación (conejo, liebre, gato, humano y perro) debido a que 

se localiza junto al núcleo urbano. En las inmediaciones de las estaciones JIC y POL se 

observaron algunas colonias de gatos, aunque su número no es relevante si se compara 

con la población de conejos y liebres, lo que se ha tenido su reflejo en los resultados 

obtenidos.  

A lo largo de los tres años de estudio se observó un aumento en el porcentaje de 

hembras de P. perniciosus alimentadas de sangre de conejo, mientras que el de hembras 

alimentadas de sangre de liebre disminuyó. Este hallazgo puede ser debido a las 

medidas de actuación en la región con el fin de controlar la población de estos lepóridos. 
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La captura de liebres resulta más eficaz y sencilla debido a que no construyen 

madrigueras y sólo encaman en la superficie del terreno, al contrario que los conejos, por 

lo que las acciones de control de estos últimos plantean mayores dificultades y su 

eficiencia podría haberse visto afectada (Vilas y col., 2012; Bernal, 2017; De Pablos y 

col., 2017).  

Por otro lado, el protocolo de PCR-RFLP del cytb optimizado en este trabajo ha 

proporcionado una herramienta eficaz para la discriminación del origen de la sangre 

ingerida por las hembras de flebotomo, siendo capaz de diferenciar incluso entre 

especies de animales próximas como liebres y conejos y, sobre todo, identificar las 

alimentaciones mixtas. La utilización de más de un enzima de restricción añade precisión 

a la técnica, tal como han señalado Steuber y col., 2015 en su trabajo sobre la 

identificación de la sangre ingerida por moscas tsé-tsé. El estudio in silico del patrón de 

bandas RFLP producido por HaeIII y HinfI fue confirmado experimentalmente y permite 

discriminar entre los fragmentos de 359 bp del gen cytb de todos los vertebrados 

analizados. Además, el patrón de bandas diagnósticas obtenido muestra diferencias 

intraespecíficas, como es el caso de las liebres L. granatensis y L. timidus, apareciendo 

en la primera la secuencia del cytb de esta segunda especie en España, debido a un 

proceso de introgresión génica (Alves y col., 2003; Melo-Ferreira y col., 2012). Por otro 

lado, también se observaron diferencias en el patrón de fragmentación de las secuencias 

de conejo, debidas al polimorfismo presente dentro de la especie, previamente 

reportadas en un estudio sobre filogeografía del conejo en la Península Ibérica (Branco y 

col., 2000). Además, la utilización de patrones de bandas diagnósticas puede ser una 

alternativa a la secuenciación, ya que esta segunda técnica es mucho más costosa y no 

se puede llevar a cabo en algunos laboratorios por falta de medios.  

La coamplificación de los pseudogenes de la secuencia del cytb es probablemente la 

causa de la aparición de algunas bandas débiles inesperadas, observadas en los geles 

de electroforesis, como ha sido sigerido por otros autores (Partis y col., 2000).  

Por otro lado, la lectura de los electroferogramas en los casos de alimentaciones mixtas 

puede resultar compleja, sobre todo en aquellos casos en los que aparecen picos 

inespecíficos que complican su identificación. Otras técnicas como el ELISA y la PCR-

RLB también permiten la identificación de alimentaciones mixtas mediante la utilización 

de diferentes antígenos y sondas (Colmenares y col., 1995; Rossi y col., 2008; Abbasi y 

col., 2009). Sin embargo, con los métodos de ELISA se observan frecuentemente 

reacciones cruzadas entre especies cercanas (Colmenares y col., 1995), problema 

también presente en la PCR-RLB, en la que además es difícil optimizar el diseño y la 

aplicación de sondas específicas para un gran número de hospedadores diferentes 

(Abbasi y col., 2009). Como alternativa, la metodología PCR-RFLP muestra un sencillo 

patrón de bandas analizable. Concretamente, en este estudio se identificaron 

alimentaciones mixtas en cuatro hembras de flebotomo (un hembra de P. ariasi y 3 

hembras sin identificar), todas ellas procedentes de Girona, correspondiendo a las 
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muestras cedidas por la Dra. Montserrat Gállego. Por un lado se encontró sangre de 

humano y oveja en una misma muestra y, tanto la enzima de restricción HaeIII como 

HinfI, generaron un patrón diferencial que permitió distinguirlas (75, 125, 159/20, 105, 234 

pb mediante el enzima HaeIII y 64, 295/162, 197 pb mediante HinfI) (ver Figuras 113 y 

114). En el caso concreto de las alimentaciones mixtas de cabra y oveja encontradas en 

una hembra de la especie P. ariasi y dos hembras no identificadas, el estudio in silico 

indicó que sólo HinfI discriminaba entre las dos especies (ver Figuras 113 y 114). Aun así 

la visualización del patrón de bandas tras la digestión con ambas enzimas de restricción 

mostró un patrón diagnóstico que permitió identificar la alimentación mixta (ver Figuras 

115 y 116). Esta discrepancia entre el estudio bioinformático y la visualización de 

patrones de bandas puede ser debida al polimorfismo en la secuencia de nucleótidos, 

como se explicó anteriormente (Branco y col., 2000). La técnica PCR-RFLP del cytb 

optimizada confirma, por tanto, los resultados obtenidos previamente mediante la PCR 

convencional seguida de la secuenciación del fragmento de 359 pb de cytb. Es de 

destacar que entre las hembras capturadas a lo largo del presente estudio no se han 

encontrado alimentaciones mixtas, aunque en los trabajos englobados en el programa de 

vigilancia entoólógica de la CM sí se han identificado hembras alimentadas de varios 

vertebrados (González y col., 2016b). Este resultado probablemente es debido a la fuerte 

separación que se ha encontrado en las preferencias alimentarias entre las cuatro 

estaciones de muestreo, que a su vez se corresponden con la segregación de los conejos 

y las liebres y su separación por barreras físicas, como ya se ha comentado previamente 

en esta sección.  

En consecuencia, la PCR-RFLP del cytb es una técnica eficaz en el análisis de las 

preferencias alimentarias de los flebotomos y la diferenciación de alimentaciones mixtas 

en hembras de flebotomos capturadas en diferentes áreas endémicas de leishmaniosis 

en España. Sin embargo, se estima conveniente evaluar y validar la técnica en las 

regiones de estudio específicas, con el fin de optimizar su eficacia. 

 

5.4. Determinación de las tasas de infección en P. perniciosus 

Las tasas de infección por Leishmania en flebotomos son un indicador muy útil de la 

intensidad de transmisión del parásito y de la competencia vectorial de un flebotomo. En 

el presente estudio, combinamos la detección clásica de promastigotes, mediante la 

disección de hembras de flebotomo, con la detección e identificación del parásito 

mediante métodos moleculares. Aunque la búsqueda bajo el microscopio de 

promastigotes en el tubo digestivo de los flebotomos es una tarea tediosa que requiere 

personal altamente cualificado, sin embargo permite el aislamiento del parásito, su cultivo 

y su preservación para estudios posteriores. Además, permite incriminar a las especies 

de flebotomos implicadas en la transmisión de la leishmaniosis en un determinado foco 

mediante la observación de la carga parasitaria y la localización de los promastigotes en 

sus tubos digestivos (Killick-Kendrick, 1999). Por otro lado, los procedimientos 
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moleculares presentan una elevada sensibilidad y especificidad. La combinación de 

ambas metodologías permite el estudio exhaustivo de las tasas de infección y 

caracterización de los parásitos de Leishmania, como han demostrado los estudios 

realizados en países de la cuenca mediterránea como Italia, Turquía o Israel, entre otros 

(Rossi y col., 2008; Faiman y col., 2013; Kavur y col., 2015). La tasa media de infección 

encontrada mediante disección en el presente trabajo (3,65%) se encuentra entre los 

valores más altos reportados en algunos estudios realizados en España, que oscilan 

entre el 0,27% y el 4,6% (Rioux y col., 1986; Lucientes-Curdi y col., 1988; Morillas-

Márquez y col., 1991, 1996; Martín-Sánchez y col., 1992, 2006). Por otro lado, son 

mayoritariamente superiores a las reportadas en otros países de la región mediterránea 

en donde se han encontrado porcentajes cercanos o menores al 1%, como en Albania 

(0,9%) (Velo y col., 2017), Georgia (1,1%) (Giorgobiani y col., 2012), Israel (0,8%) 

(Svobodova y col., 2006, 2009), Italia (0,47%) (Maroli y col., 1987; Rossi y col., 2008), 

Portugal (0,35%) (Alves-Pires y col., 2001) o Turquía (0,32%) (Kavur y col., 2015; Sari y 

col., 2015; Özbel y col., 2016). Excepcionalmente se ha reportado una tasa del 14% en 

Francia (Rioux y col., 1972). El patrón de las tasas de infección halladas a lo largo de los 

tres años de estudio ha sido diferente, posiblemente debido a las diferencias observadas 

en el número de flebotomos capturados. Las mayores tasas de infección se observaron 

en meses con un número bajo de capturas y al final de la actividad estacional, 

destacando los elevados valores en BOS (25%) y en POL (33,30%) alcanzados en 

octubre de 2013. Anteriores estudios entomológicos han reportado también las mayores 

tasas de infección en los últimos meses del periodo de actividad de los flebotomos 

(Morillas-Márquez y col., 1991; Killick-Kendrick y Rioux, 2002). Además, estas elevadas 

tasas de infección encontradas en 2013 sin duda tienen una estrecha relación con el 

aumento de los casos de leishmaniosis humana registrados a principios de 2014 (ver 

Figura 32) (Arce y col., 2017).  

En cuanto a los aislados obtenidos mediante disección de las hembras de flebotomo 

capturadas en este trabajo se caracterizaron como genotipo ITS-Lombardi. Este mismo 

genotipo ha sido identificado en los aislados obtenidos en los estudios de 

xenodiagnóstico directo realizados en liebres y conejos capturados en la zona de brote 

(Molina y col., 2012; Jiménez y col., 2014), así como en muestras de pacientes de este 

mismo área (Chicharro y col., 2013), permitiendo la descripción del ciclo silvestre de L. 

infantum en la zona. Esta información es importante para la comprensión de la 

epidemiología de la enfermedad y conocer si existe más de un genotipo de Leishmania 

implicado en una zona endémica o en un brote, tal y como se ha reportado en otros 

estudios realizados en Europa (Chicharro y col., 2017b; Rugna y col., 2017) 

Con respecto a la detección de Leishmania en flebotomos mediante procedimientos 

moleculares, los resultados obtenidos mostraron unas tasas más elevadas que las 

detectadas mediante la disección de flebotomos, y una mayor sensibilidad y 

especificidad. Concretamente, los resultados evidenciaron un porcentaje de infección 

mayor en aquellas hembras con sangre en su tubo digestivo (13,35%), que en aquellas 
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en las que no se observó sangre (7,78%). Estos resultados contrastan con el estudio 

preliminar llevado a cabo por Jiménez y col., 2013, en el que la tasa fue superior en 

hembras sin sangre (60,33%). Esto es probablemente debido al bajo número de 

flebotomos analizados en ese estudio (121 hembras sin sangre, 8 con sangre visible en el 

tubo digestivo y 6 hembras grávidas) y a que las hembras de P. perniciosus habían sido 

capturadas entre finales de septiembre y primeros de octubre, coincidiendo con el fin del 

periodo de actividad, cuando las tasas de infección suelen ser más altas, tal y como se ha 

mencionado anteriormente. Sin embargo, otros estudios realizados en diferentes países 

de la cuenca mediterránea como Grecia, Italia o Marruecos, y de otros países como la 

India, han producido resultados similares a los de este trabajo, reportando tasas de 

infección más altas en las hembras que presentaban sangre (Aransay y col., 2000; Rossi 

y col., 2008; Alcover y col., 2012; Tiwary y col., 2013; Es-Sette y col., 2014; Ajaoud y col., 

2015). Este resultado estaría también apoyado por estudios recientes en los que se 

describe que la infección en el tubo digestivo de hembras infectadas sufre un gran 

incremento tras una nueva ingesta de sangre (Moraes y col., 2018; Serafim y col., 2018). 

En relación a los resultados obtenidos, es destacable el elevado número de hembras de 

flebotomos infectadas en el que se había detectado sangre de liebre, principalmente en 

2012, que representan un número significativo del total de hembras alimentadas, y que 

podría ser el responsable de la elevada tasa de infección detectada en este grupo. Esta 

observación se apoya también en el hallazgo de un mayor número de hembras con 

sangre positivas a L. infantum se encontró en 2012. El hecho de que las tasas de 

infección fueran descendiendo desde el 2012 al 2014 puede ser consecuencia de las 

medidas de control tomadas en los parques forestales de Bosquesur y Polvoranca para 

reducir la población de liebres y conejos (Vilas y col., 2012; Arce y col., 2013; de Pablo y 

col., 2017; Ordobás y col., 2017). En este sentido, la drástica reducción en el número de 

liebres en la estación POL se tradujo en una disminución considerable de la tasa de 

infección de las hembras de P. perniciosus capturadas en 2014. Sin embargo, en la 

estación BOS no se observó tal reducción en la densidad de conejos durante los periodos 

de muestreo, lo que se correlaciona con las altas tasas de infección encontradas en dicha 

estación a lo largo de los tres años del estudio.  

Existen pocos estudios entomológicos en España en los que se haya llevado a cabo la 

detección molecular de leishmaniosis en flebotomos. En Granada se han determinado 

mediante PCR-ELISA tasas de infección del 47,6% en P. langeroni (Sáez y col., 2018) y 

de entre el 5% y el 0,45% en P. perniciosus (Martín-Sánchez y col., 2006; Sáez y col., 

2018). En Cataluña se han detectado tasas de infección del 76,6% y del 18,9% en P. 

perniciosus y P. ariasi capturados en dos regiones de alta endemicidad de leishmaniosis 

canina como son la región del Priorat y Ainet del Besan, respectivamente (Alcover y col., 

2012). En otros estudios llevados a cabo en Extremadura se reporta un porcentaje de 

flebotomos infectados del 0,33% (Bravo-Barriga y col., 2016); dato similar a los resultados 

hallados en la región del Algarve en Portugal y otros focos de este país (Branco y col., 

2013; Maia y col., 2009, 2013, 2015). 
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Los resultados obtenidos en este trabajo mediante las diferentes PCRs coinciden otros 

estudios en los que también compaginan diferentes dianas con el fin de mejorar la 

detección de las hembras de flebotomos infectadas y la identificación de la especie de 

Leishmania presente en ellas (Parvizi y col., 2005; Oshaghi y col., 2009; Branco y col., 

2013; Maia y col., 2013; Bravo-Barriga y col., 2016a; Hussain y col., 2017). 

 

5.5. Detección y cuantificación de L. infantum en P. perniciosus 

Como se ha señalado anteriormente, se ha hallado una elevada densidad y abundancia 

relativa de P. perniciosus en la zona del estudio, detectándose además de una alta 

presencia de L. infantum mediante disección, unas tasas de infección notables por PCR 

convencional. La validación del ensayo de qPCR ha permitido llevar a cabo, no sólo la 

detección de L. infantum, sino también la estimación de cargas parasitarias en las 

hembras de P. perniciosus capturadas durante los muestreos en la zona del brote.  

Para la optimización de la qPCR descrita se realizaron dos curvas patrón, una en la que 

solamente se incluía ADN extraído de promastigotes de L. infantum, y una segunda en la 

que se añadía además el ADN extraído de hembras de P. perniciosus procedentes de la 

colonia mantenida en el LEM (CNM-ISCIII). El análisis estadístico mostró que no existían 

diferencias significativas (p=0,6294) entre los resultados obtenidos en ambas curvas, por 

lo que se concluyó que el ADN del flebotomo no interfiere en la reacción. Este resultado 

coincide con los experimentos realizados por Ranasinghe y col., 2008, en los que 

observaron que el ADN de L. longipalpis no interfería en los experimentos llevados a 

cabo para la validación de una qPCR de detección y cuantificación de Leishmania, 

obteniendo valores de sensibilidad y especifidad óptimos. 

La qPCR presentó la misma sensibilidad que la PCR-ADNk convencional, fijándose un 

límite de detección de 0,001 parásitos/reacción, lo que corresponde a 0,08 fg de ADN del 

parásito (Peacock y col., 2007). Estos valores son similares a los reportados por otros 

estudios en los que también se han analizado las cargas parasitarias en flebotomos 

mediante qPCR-ADNk (Myskova y col., 2008; Bezerra-Vasconcelos y col., 2011; Cunha y 

col., 2014). A pesar de haberse obtenido un límite de detección adecuado, las curvas 

estándar mostraron menor linealidad en aquellas diluciones inferiores a 1 parásito/μl, 

circunstancia igualmente observada en otros estudios, como el realizado por Abbasi y 

col., 2013, que al evaluar una qPCR para la detección de L. donovani en muestras de 

sangre recogida en papel de filtro, encuentran también una disminución en la eficacia de 

las diluciones inferiores de la curva estándar. Sin embargo, las reacciones con muestras 

de ADN extraído de hembras de flebotomo mostraron una eficiencia cercana al valor 

óptimo (eficiencia=1, valor medio de las reacciones=1,06±0,07). 

El 70% de las hembras analizadas en este estudio presentaron un número significativo de 

parásitos de Leishmania en su tubo digestivo (>10 parásitos/reacción), superando el 

16,17% de ellas los 10.000 parásitos/reacción y encontrándose incluso un ejemplar con 
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una carga superior a los 100.000 parásitos/reacción. En Europa no se han detectado 

cargas parasitarias tan elevadas en hembras de P. perniciosus capturadas en el campo 

hasta el momento. En estudios entomológicos realizados en el sur de Italia, el análisis 

mediante qPCR de hembras de P. perniciosus halló cargas parasitarias máximas de 

9.800 parásitos/flebotomo (Latrofa y col., 2018). Por el contrario, en el caso de los 

estudios realizados por Rodrigues y col., 2016 con ejemplares de L. longipalpis 

capturados en zonas endémicas de Brasil, sí se han registrado cargas parasitarias 

superiores a las detectadas en este trabajo, que incluso superan los 6.000.000 de 

parásitos/flebotomo.  

La presencia de un elevado número de promastigotes en el tubo digestivo del flebotomo 

conduce al bloqueo de la VE, obligando a las hembras de flebotomo a permanecer más 

tiempo tratándose de alimentar del mismo o de otro hospedador, comportamiento que 

aumenta el riesgo de transmisión del parásito. En este sentido, estudios realizados a 

través de infecciones experimentales han demostrado que una elevada presencia de 

parásitos de la especie L. infantum y L. mexicana promueven que las hembras de 

flebotomo infectadas se alimenten sobre múltiples hospedadores (Rogers y Bates, 2007). 

Además, las cargas parasitarias significativamente más altas encontradas en el tubo 

digestivo de hembras sin sangre son una prueba consistente de un establecimiento y 

replicación adecuados de los parásitos en el interior del flebotomo, teniendo así mayores 

probabilidades de supervivencia y dando lugar a infecciones de etapa tardía en el tubo 

digestivo medio de los flebotomos (Rogers y Bates, 2007; Myskova y col., 2008). Los 

resultados corroboran que P. perniciosus es un excelente vector de la leishmaniosis en el 

área del brote ya que la intensidad de la infección por L. infantum en las hembras 

capturadas evidencia la multiplicación del parásito y su potencial transmisión (Killick-

Kendrick, 1990b). Otros autores han encontrado también mayores cargas de parásitos en 

hembras grávidas y en hembras sin presencia de sangre, en comparación con aquellas 

que sí presentaban sangre en su tubo digestivo (Tiwary y col., 2013). En cuanto a la baja 

carga parasitaria encontrada en la mayoría de hembras de flebotomo con sangre 

estudiadas, esta podría deberse a la ingesta reciente de sangre de vertebrados 

infectados. Por otro lado, también se han observado cargas parasitarias elevadas en 

algunas hembras con sangre fresca, lo que sugiere que podrían estar ya infectadas en el 

momento de la nueva ingesta de sangre y haber transmitido el parásito al vertebrado del 

cual se han alimentado. Como se ha explicado en apartados anteriores, las altas cargas 

parasitarias observadas en hembras con presencia de sangre se deberían al gran efecto 

amplificador que ejerce una nueva ingesta de sangre posterior a una primera infectante 

(Moraes y col., 2018; Serafim y col., 2018).  

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten afirmar que la estimación de la carga 

parasitaria en flebotomos mediante qPCR puede ser adecuada para incriminar a 

potenciales vectores de la leishmaniosis, sin dejar a un lado la disección de hembras, 

metodología que nos permite localizar y aislar los promastigotes presentes en el tubo 

digestivo (Myskova y col., 2008).  
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5.6. Detección de T. nabiasi en hembras de P. perniciosus 

En este trabajo se ha detectado ADN de T. nabiasi en 20 hembras de P. perniciosus de 

un total de 155 hembras analizadas mediante la amplificación y posterior secuenciación 

de la región ITS1 y ARNr SSU. Sin embargo, sólo ha sido posible identificar este 

tripanosomátido en 8 de estas hembras. Esto se debe a que algunas de las bandas 

obtenidas tras la electroforesis de los productos amplificados presentaron muy baja 

intensidad, dificultando la obtención de ADN con la calidad suficiente para su posterior 

secuenciación. En relación al análisis de las secuencias de la región ITS1 se encontró 

que el ADN pertenecía al tripanosomátido T. nabiasi al presentar las secuencias un grado 

de similitud superior al 99% con las secuencias anotadas por Merino-Espinosa y col., 

2016 correspondientes a los trabajos realizados con muestras de tejidos obtenidas de 

conejos silvestres capturados en Granada. Así mismo, el análisis de estas secuencias 

mostró la existencia de diferencias entre las propias secuencias obtenidas en este trabajo 

y de estas con las secuencias de T. nabiasi de Granada, resultados que confirman la 

existencia de una elevada variabilidad en la región ITS1 de este tripanosomátido e 

indican la existencia de un mayor número de linajes que el ya descrito en estudios 

anteriores (Merino-Espinosa y col., 2016). 

Aunque la PCR-ITS1 permite la diferenciación entre los géneros Trypanosoma y 

Leishmania gracias al diferente tamaño del fragmento amplificado y a la secuenciación 

posterior (Vanhollebeke y col., 2006; Sarataphan y col., 2007; Verma y col., 2011), se 

consideró oportuno realizar la confirmación de la identidad del tripanosomátido mediante 

la amplificación y posteriore secuenciación del fragmento de ARNr SSU, tal como han 

realizado otros autores (Noyes y col., 1999; Hamilton y col., 2005). El análisis de estos 

fragmentos confirmó la identidad del tripanosomátido al existir un 100% de similitud con 

las secuencias anotadas en la base de datos Genbank® (Hamilton y col., 2005), 

resultados que concuerdan a su vez con los obtenidos por Merino-Espinosa y col., 2016. 

Así mismo, el estudio filogenético de la región ITS1 confirmó la agrupación de las 

secuencias obtenidas en este estudio con las anotadas por Merino-Espinosa y col., 2016. 

En el caso de la región ARN SSU, los estudios mostraron que las secuencias de T. 

nabiasi de este trabajo se agrupaban con las anotadas por Hamilton y col., 2005. Así 

mismo, se observó una relación entre los microorganismos analizados comparable a la 

obtenida por Hamilton y col., 2005, en la que T. nabiasi se agrupa con T. kuseli, 

Trypanosoma microti y T. otospermophili (subclado 2); mientras que otros tripanosomas 

(Trypanosoma grosi, Trypanosoma lewisi, Trypanosoma musculi y Trypanosoma 

rabinowitschae) constituyen un grupo aparte (subclado 1). Estos resultados se vieron 

confirmados mediante los análisis de bootstrap. 

T. nabiasi parece ser la única especie de tripanosoma que infecta al conejo doméstico y 

silvestre (Molyneux, 1970; Hoare, 1972; Hamilton y col., 2005), siendo el vector 

responsable de su transmisión la pulga del conejo, Spilopsyllus cuniculi. Dicha 

transmisión tiene lugar por contacto con los tripanosomas expulsados con las heces en el 
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lugar de la picadura de la pulga o por ingestión de pulgas y heces de pulgas infectadas 

(Hoare, 1972; Hamilton y col., 2005;). Este tripanosoma se ha descrito en conejos 

procedentes de varios países europeos, como Francia, Italia, Portugal y el Reino Unido 

(Grewal, 1957) y también en Australia (Hamilton y col., 2005). En España solamente se 

han encontrado conejos infectados con este tripanosomátido en el sur del país, donde se 

ha descrito también la coinfección T. nabiasi/L. infantum (Reglero y col., 2007; Díaz-Sáez 

y col., 2014; Merino-Espinosa y col., 2016). Así pues, el hallazgo de este parásito en 

hembras de P. perniciosus alimentadas de conejo en la zona del brote sugiere que estos 

lepóridos se encuentran infectados por T. nabiasi en esta región, hecho que no se había 

reportado hasta el momento. También cabría la posibilidad de que P. perniciosus pudiera 

estar implicado en su transmisión. En este sentido, algunas especies de flebotomos 

parecen actuar como vectores de tripanosomas que afectan a murciélagos (Zeledón y 

Rosabal, 1969), lagartijas (Ayala y McKay, 1971; Gramiccia y col., 1989), serpientes 

(Viola y col., 2008) y sapos (Anderson y Ayala, 1968). Concretamente, se ha reportado la 

presencia de Trypanosoma avium, Trypanosoma fallisi o Trypanosoma mega, o el ADN 

de los mismos, en diferentes flebotomos del continente americano (Ayala, 1971; De 

Souza Rocha y col., 2010; Kato y col., 2010, 2011; Saraiva y col., 2010; Ferreira y col., 

2015), y de Asia (Phumee y col., 2017). Recientemente se ha encontrado un tripanosoma 

relacionado con T. theileri en P. perfiliewi en Italia (Calzolari y col., 2018). Sin embargo, la 

información disponible sobre la posible transmisión por estos artrópodos es escasa y tan 

sólo existen algunos estudios realizados con reptiles en Sudamérica (Anderson y Ayala, 

1968; Viola y col., 2008). El posible papel de los flebotomos como vectores de estos 

tripanosomas se ve respaldado por la permisividad que muestran algunas especies, 

como P. perniciosus, para la transmisión de diferentes especies de Leishmania (Depaquit 

y col., 2010; Dostálová y Volf, 2012; Maroli y col., 2013), además de la reciente 

demostración mediante infecciones experimentales de la susceptibilidad de dos especies 

de flebotomos  (L. longipalpis y Phlebotomus arabicus) a la infección por T. avium 

(Svobodová y Rádrová, 2018). Sin embargo, la detección molecular del tripanosoma no 

es condición suficiente para incriminar a P. perniciosus como vector, pues podría haberse 

tratado solamente de la ingesta reciente de sangre de conejos infectados con este 

parásito. Por ello, el papel de las hembras de P. perniciosus como posibles vectores de T. 

nabiasi está aún por dilucidar y será necesario emplazar para futuras investigaciones la 

confirmación de la presencia de estos tripanosomas en el tubo digestivo de los 

flebotomos, el aislamiento del tripanosoma del tubo digestivo de flebotomos infectados, 

así como la realización de infecciones experimentales para estudiar el ciclo intravectorial 

de este parásito. Sin embargo, el hecho de no haberse detectado indicios del desarrollo 

de este tripanosoma en P. perniciosus tras la disección, aislamiento y caracterización de 

los aislados obtenidos en el brote de leishmaniosis de la CM parece no jugar a favor de la 

incriminación de este flebotomo como vector de T. nabiasi. 
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Finalmente, estudios sobre la seroprevalencia de L. infantum llevados a cabo en conejos 

y liebres capturados en el área del brote han mostrado valores elevados de exposición de 

estos animales a este parásito (Moreno y col., 2014). Sin embargo, estos resultados 

deberían ser valorados con cautela debido a la posible coinfección de ambos 

tripanosomátidos y a la presencia de antígenos compartidos por organismos 

filogenéticamente tan cercanos (Díaz-Sáez y col., 2014). En este sentido, Zanette y col., 

2014 han demostrado la existencia de reactividad cruzada entre Leishmania sp. y 

Trypanosoma cruzi. Sin embargo, los análisis realizados por De la Cruz y col., 2016 

muestran la utilidad de la técnica de detección de anticuerpos mediante 

inmunofluorescencia indirecta (IFAT, immunofluorescence antibody test) como método de 

screening para el diagnóstico de leishmaniosis en liebres y conejos. 
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6. CONCLUSIONES 

I. Phlebotomus perniciosus es la especie de flebotomo más abundante y la única 

responsable de la transmisión de Leishmania infantum en el área del brote de 

leishmaniosis humana del suroeste de la Comunidad de Madrid. Las elevadas 

densidades de población registradas de este flebotomo en la zona sugieren además un 

alto riesgo de transmisión. 

 

II. Las dinámicas estacionales observadas muestran un patrón predominantemente 

bimodal confluente en el caso de Phlebotomus perniciosus, mientras que Sergentomyia 

minuta presenta un modelo monomodal. 

 

III. La temperatura y humedad relativa ambientales influyen en las fluctuaciones de 

las poblaciones de flebotomos a lo largo de su ciclo nictemeral. Se han observado 

diferencias en la relación de estos factores sobre las hembras y los machos de 

Phlebotomus perniciosus y Sergentomyia minuta. 

 

IV. Las tasas de infección por Leishmania infantum detectadas en hembras de 

Phlebotomus perniciosus, tanto por disección como por métodos moleculares, muestran 

unos valores elevados, confirmando el alto riesgo de transmisión del parásito en la zona. 

La caracterización molecular de los promastigotes aislados mediante disección confirma 

la circulación del mismo genotipo de Leishmania infantum (genotipo ITS-Lombardi) entre 

los flebotomos, los conejos, las liebres y los humanos de la zona del brote. 

 

V. La optimización y aplicación de una PCR cuantitativa han puesto de manifiesto 

unas elevadas cargas de Leishmania infantum en las hembras de Phlebotomus 

perniciosus infectadas capturadas en el área del brote, lo que puede favorecer un 

aumento en la intensidad de transmisión del parásito.  

 

 

VI. El estudio de las preferencias alimentarias, mediante el análisis de un fragmento 

conservado del gen del cytb, pone de manifiesto el carácter oportunista de Phlebotomus 

perniciosus y corrobora el importante papel que conejos y liebres están jugando en el 

ciclo silvestre de Leishmania infantum instaurado en los dos grandes parques colindantes 

al área del brote. 
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VII. La discriminación de las fuentes de alimentación mediante la PCR-RFLP de cytb 

diseñada y optimizada en este trabajo constituye una herramienta eficaz para la 

identificación de las fuentes de alimentación en flebotomos, especialmente de 

alimentaciones mixtas, y es una alternativa frente a técnicas más complejas y caras como 

la secuenciación. 

 

VIII. Los métodos moleculares han permitido detectar por primera vez la presencia 

Trypanosoma nabiasi en hembras de Phlebotomus perniciosus en las que se había 

identificado sangre de conejo en su tubo digestivo. Este hallazgo sugiere la circulación de 

este parásito entre los conejos de la zona y la posible implicación de los flebotomos en su 

transmisión.  

 

IX. Los estudios entomológicos desarrollados en la presente Tesis Doctoral son los 

más exhaustivos y completos realizados en el brote de leishmaniosis humana más 

importante acaecido en Europa. La combinación de técnicas biológicas clásicas y 

métodos moleculares ha demostrado ser una estrategia eficaz en la descripción de las 

poblaciones de flebotomos presentes y de sus fluctuaciones estacionales, así como de 

las tasas de infección y las preferencias alimentarias. La información resultante de estos 

estudios confirmaría la hipótesis de que el brote de leishmaniosis del suroeste de la 

Comunidad de Madrid se ha debido a un fenómeno de “urbanización” de la leishmaniosis. 
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Svobodová, M., Alten, B., Zídková, L., Dvořák, V., Hlavačková, J., Myšková, J., Šeblová, V., 

Kasap, O.E., Belen, A., Votýpka, J., Volf, P., 2009. Cutaneous leishmaniasis caused by 

Leishmania infantum transmitted by Phlebotomus tobbi. Int. J. Parasitol. 39, 251-256. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2008.06.016 

Svobodová, M., Rádrová, J., 2018. Phlebotomine sand flies - Potential vector of avian 

trypanosomes. Acta protozool., 57, 53-59. doi:10.4467/16890027AP.18.005.8399 

Svobodová, M., Votýpka, J., Peckova, J., Dvořák, V., Nasereddin, A., Baneth, G., Sztern, J., 

Kravchenko, V., Orr, A., Meir, D., Schnur, L.F., Volf, P., Warburg, A., 2006. Distinct 

transmission cycles of Leishmania tropica in 2 adjacent foci, northern Israel. Emerg. Infect. 

Dis. 12, 1860-1868. https://doi.org/10.3201/eid1212.060497 

Tabbabi, A., Bousslimi, N., Rhim, A., Aoun, K., Bouratbine, A., 2011. Short report: First report on 

natural infection of Phlebotomus sergenti with Leishmania promastigotes in the cutaneous 

leishmaniasis focus in southeastern Tunisia. Am. J. Trop. Med. Hyg. 85, 646-647. 

https://doi.org/10.4269/ajtmh.2011.10-0681 

Tabbabi, A., Rhim, A., Ghrab, J., Martin, O., Aoun, K., Bouratbine, A., Ready, P.D., 2014. 

Phlebotomus (Paraphlebotomus) riouxi: A synonym of Phlebotomus chabaudi without any 

proven vectorial role in Tunisia and Algeria. Med. Vet. Entomol. 28, 51-59. 

https://doi.org/10.1111/mve.12067 

Takken, W., Verhulst, N.O., 2013. Host preferences of blood-feeding mosquitoes. Annu. Rev. 

Entomol. 58, 433-453. https://doi.org/10.1146/annurev-ento-120811-153618 

Talmi-Frank, D., Jaffe, C.L., Nasereddin, A., Warburg, A., King, R., Svobodova, M., Peleg, O., 

Baneth, G., 2010a. Leishmania tropica in rock hyraxes (Procavia capensis) in a focus of 

human cutaneous leishmaniasis. Am. J. Trop. Med. Hyg. 82, 814-818. 

https://doi.org/10.4269/ajtmh.2010.09-0513 

Talmi-Frank, D., Nasereddin, A., Schnur, L.F., Schönian, G., Töz, S.Ö., Jaffe, C.L., Baneth, G., 

2010b. Detection and identification of Old World Leishmania by high resolution melt analysis. 

PLoS Negl. Trop. Dis. 4, 4-8. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000581 

Tamura, K., Nei, M., 1993. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control 

region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Mol. Biol. Evol. 10, 512–26. 

Tang, Y., Ward, R.D., 1998. Sugar feeding and fluid destination control in the phlebotomine sandfly 

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae). Med. Vet. Entomol. 12, 13-19. 

https://doi.org/10.1046/j.1365-2915.1998.00063.x 

Tarallo, V.D., Dantas-Torres, F., Lia, R.P., Otranto, D., 2010. Phlebotomine sand fly population 

dynamics in a leishmaniasis endemic peri-urban area in southern Italy. Acta Trop. 116, 227-

234. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2010.08.013 

Tello, A., González-Mora, D., Outerelo, R., Iriso, A., Vázquez, M.A., 2015. Los flebotomos del brote 



Bibliografía 

253 
 

de leishmaniasis en el suroeste de la Comunidad de Madrid (Diptera, Psychodidae, 

Phlebotominae). Bol. R. Soc. Esp. Hist. Nat. Sec. Biol. 109, 57-64. 

Tesh, R.B., Chaniotis, B.N., Aronson, M.D., Johnson, K.M., 1971. Natural host preferences of 

Panamanian phlebotomine sandflies as determined by precipitin test. Am. J. Trop. Med. Hyg. 

20, 150-156. https://doi.org/10.4269/ajtmh.1971.20.150 

Theodor, O., 1965. On the classification of American phlebotominae. J. Med. Entomol. 2, 171-197. 

https://doi.org/10.1007/s11017-014-9301-9 

Theodor, O., 1948. Classification of the world species of the subfamily Phlebotominae (Diptera: 

Psychodedae). Bull. Entomol. Res. 39, 85-115. 

Tiwary, P., Kumar, D., Mishra, M., Singh, R.P., Rai, M., Sundar, S., 2013. Seasonal variation in the 

prevalence of sand flies infected with Leishmania donovani. PLoS One 8, 1-8. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0061370 

Torina, A., Sole, M., Reale, S., Vitale, F., Caracappa, S., 2008. Use of phlebotomine sand flies as 

indicator of Leishmania prevalence in an endemic area. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1149, 355-357. 

doi:10.1196/annals.1428.017 

Toz, S.O., Culha, G., Zeyrek, F.Y., Ertabaklar, H., Alkan, M.Z., Vardarli, A.T., Gunduz, C., Özbel, 

Y., 2013. A real-time ITS1-PCR based method in the diagnosis and species identification of 

Leishmania parasite from human and dog clinical samples in Turkey. PLoS Negl. Trop. Dis. 7, 

1-8. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002205 

Trajer, A.J., Bede Fazekas, A., Hufnagel, L., Horvath, L., Bobvos, J., Paldy, A., 2013. The effect of 

climate change on the potential distribution of the European Phlebotomus species. Appl. Ecol. 

Environ. Res. 11, 189-208. 

Trotz-Williams, L.A., Trees, A.J., 2003. Systematic review of the distribution of the major vector-

borne parasitic infections in dogs and cats in Europe. Vet. Rec. 152, 97-105. 

https://doi.org/10.1136/vr.152.4.97 

Trouillet, J., Vattier-Bernard, G., 1979. Cycle annuel de Sergentomyia bamoni (Abonnenc, 1958) 

(Diptera, Psychodidae) en République Populaire du Congo. Ann. Parasitol. Hum. Comp. 54, 

665-672. https://doi.org/10.1051/parasite/1979546665 

Tsirigotakis, N., Pavlou, C., Christodoulou, V., Dokianakis, E., Kourouniotis, C., Alten, B., Antoniou, 

M., 2018. Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the Greek Aegean Islands: 

Ecological approaches. Parasit. Vectors 11, 1-14. https://doi.org/10.1186/s13071-018-2680-4 

Tsokana, C.N., Sokos, C., Giannakopoulos, A., Mamuris, Z., Birtsas, P., Papaspyropoulos, K., 

Valiakos, G., Spyrou, V., Lefkaditis, M., Chatzopoulos, D.C., Kantere, M., Manolakou, K., 

Touloudi, A., Burriel, A.R., Ferroglio, E., Hadjichristodoulou, C., Billinis, C., 2016. First 

evidence of Leishmania infection in European brown hare (Lepus europaeus) in Greece: GIS 

analysis and phylogenetic position within the Leishmania spp. Parasitol. Res. 115, 313-321. 

https://doi.org/10.1007/s00436-015-4749-8 

Tsukayama, P., Núñez, J.H., De Los Santos, M., Soberón, V., Lucas, C.M., Matlashewski, G., 

Llanos-Cuentas, A., Ore, M., Baldeviano, G.C., Edgel, K.A., Lescano, A.G., Graf, P.C.F., 

Bacon, D.J., 2013. A FRET-based real-time PCR assay to identify the main causal agents of 

New World tegumentary leishmaniasis. PLoS Negl. Trop. Dis. 7, e1956. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0001956 

Úbeda-Ontiveros, J., Morillas-Márquez, F., Guevara-Benítez, D., López-Román, R., Cutillas-



Bibliografía 

254 
 

Barrios, C., 1982.Flebotomos de las Islas Canarias (España). Rev. Ibérica Parasitol. 197-206. 

Universidad de Liverpool, 2018. http://pcwww.liv.ac.uk/leishmania/life_cycle__habitats.htm 

Valinsky, L., Ettinger, G., Bar Gal, G.K., Orshan, L., 2014. Molecular identification of bloodmeals 

from sand flies and mosquitoes collected in Israel. J. Med. Entomol. 51, 678-685. 

https://doi.org/10.1603/ME13125 

Van der Auwera, G., Dujardin, J.C., 2015. Species typing in dermal leishmaniasis. Clin. Microbiol. 

Rev. 28, 265-294. https://doi.org/10.1128/CMR.00104-14 

Van Griensven, J., Carrillo, E., López-Vélez, R., Lynen, L., Moreno, J., 2014. Leishmaniasis in 

immunosuppressed individuals. Clin. Microbiol. Infect. 20, 286-299. 

https://doi.org/10.1111/1469-0691.12556 

Vanhollebeke, B., Truc, P., Poelvoorde, P., Pays, A., Joshi, P.P., Katti, R., Jannin, J.G., Pays, E., 

2006. Human Trypanosoma evansi infection linked to a lack of apolipoprotein L-I. N. Engl. J. 

Med. 355, 2752-2756. https://doi.org/10.1056/NEJMoa063265 

Velo, E., Bongiorno, G., Kadriaj, P., Myrseli, T., Crilly, J., Lika, A., Mersini, K., Di Muccio, T., Bino, 

S., Gramiccia, M., Gradoni, L., Maroli, M., 2017. The current status of phlebotomine sand flies 

in Albania and incrimination of Phlebotomus neglectus (Diptera, Psychodidae) as the main 

vector of Leishmania infantum. PLoS One 12. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0179118 

Velo, E., Paparisto, A., Bongiorno, G., Di Muccio, T., Khoury, C., Bino, S., Gramiccia, M., Gradoni, 

L., Maroli, M., 2005. Entomological and parasitological study on phlebotomine sandflies in 

central and northern Albania. Parasite 12, 45-49. https://doi.org/10.1051/parasite/2005121045 

Verma, A., Manchanda, S., Kumar, N., Sharma, A., Goel, M., Banerjee, P.S., Garg, R., Singh, B.P., 

Balharbi, F., Lejon, V., Deborggraeve, S., Rana, U.V.S., Puliyel, J., 2011. Case report: 

Trypanosoma lewisi or T. lewisi-like infection in a 37-day-old Indian infant. Am. J. Trop. Med. 

Hyg. 85, 221-224. https://doi.org/10.4269/ajtmh.2011.11-0002 

Vilas, F., Carpintero, J., Sevilla, S., Martínez, A., Ordobás, M., Bernal, J., Díaz, R., Iriso, A., 

Sevillano, O., Escacena, C., De La Fuente, S., Arce, A., Estirado, A., Frutos, J., Fúster, F., 

2012. Brote de leishmaniasis en la zona suroeste de la Comunidad de Madrid. Medidas de 

investigación y control medioambiental. Profesión Veterinaria 17, 6-15. 

Viola, L.B., Campaner, M., Takata, C.A., Ferreira, R.C., Rodrigues, A.C., Freitas, R.A., Duarte, 

M.R., Grego, K.F., Barrett, T. V., Camargo, E.P., Teixeira, M.M.G., 2008. Phylogeny of snake 

trypanosomes inferred by SSU rDNA sequences, their possible transmission by 

phlebotomines, and taxonomic appraisal by molecular, cross-infection and morphological 

analysis. Parasitology 135, 595-605. https://doi.org/10.1017/S0031182008004253 

Volf, P., Myskova, J., 2007. Sand flies and Leishmania: specific versus permissive vectors. Trends 

Parasitol. 23, 91-92. https://doi.org/10.1016/j.pt.2006.12.010 

Volf, P., Volfova, V., 2011. Establishment and maintenance of sand fly colonies. J. Vector Ecol. 36, 

S1-S9. https://doi.org/10.1111/j.1948-7134.2011.00106.x 

Volpini, Â.C., Passos, V.M.A., Oliveira, G.C., Romanha, A.J., 2004. PCR-RFLP to identify 

Leishmania (Viannia) braziliensis and L. (Leishmania) amazonensis causing American 

cutaneous leishmaniasis. Acta Trop. 90, 31-37. 

https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2003.10.008 

Vrhovec, M.G., Pantchev, N., Failing, K., Bauer, C., Travers-Martin, N., Zahner, H., 2017. 



Bibliografía 

255 
 

Retrospective analysis of canine vector-borne diseases (CVBD) in Germany with emphasis 

on the endemicity and risk factors of leishmaniosis. Parasitol. Res. 116, 131-144. 

https://doi.org/10.1007/s00436-017-5499-6 

Walters, L.L., 1993. Leishmania differentiation in natural and unnatural sandfly hosts. J. Eukaryot. 

Microbiol. 40, 196-206. https://doi.org/10.1111/j.1550-7408.1993.tb04903.x 

Walters, L.L., Irons, K.P., Chaplin, G., Tesh, R.B., 1993. Life cycle of Leishmania major 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) in the neotropical sandfly Lutzomyia longipalpis (Diptera: 

Psychodidae). J. Med. Entomol. 30, 699-718. https://doi.org/10.1093/jmedent/30.4.699 

Warburg, A., 2008. The structure of the female sand fly (Phlebotomus papatasi) alimentary canal. 

Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 102, 161-166. https://doi.org/10.1016/j.trstmh.2007.10.004 

Warburg, A., Faiman, R., 2011. Research priorities for the control of phlebotomine sand flies. J. 

Vector Ecol. 36, S10-16. 

Weirather, J.L., Jeronimo, S.M.B., Gautam, S., Sundar, S., Kang, M., Kurtz, M.A., Haque, R., 

Schriefer, A., Talhari, S., Carvalho, E.M., Donelson, J.E., Wilson, M.E., 2011. Serial 

quantitative PCR assay for detection, species discrimination, and quantification of Leishmania 

spp. in human samples. J. Clin. Microbiol. 49, 3892-3904. 

https://doi.org/10.1128/JCM.r00764-11 

Wermelinger, E.D., Zanuncio, J.C., Rangel, E.F., Cecon, P.R., Rabinovitch, L., 2000. Toxicity of 

Bacillus species to larvae of Lutzomyia longipalpis (L. & N.) (Diptera: Psychodidae: 

Phlebotominae). An. da Soc. Entomológica do Bras. 29, 609-614. 

https://doi.org/10.1590/S0301-80592000000300025 

Wilson, R., Bates, M.D., Dostalova, A., Jecna, L., Dillon, R.J., Volf, P., Bates, P.A., 2010. Stage-

specific adhesion of Leishmania promastigotes to sand fly midguts assessed using an 

improved comparative binding assay. PLoS Negl. Trop. Dis. 4, 1-9. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000816 

Wirth, D.F., Prattt, D.M., 1982. Rapid identification of Leishmania species by specific hybridization 

of kinetoplast DNA in cutaneous lesions. Proc. Natl. Acad. Sci. 79, 6999-7003. 

https://doi.org/· 10.1073/pnas.79.22.6999 

Yaghoobi-Ershadi, M.R., 2016. Control of phlebotomine sand flies in Iran: A review article. J. 

Arthropod. Borne. Dis. 10, 429-444. 

Yan, S., Lodes, M.J., Fox, M., Myler, P.J., Stuart, K., 1999. Characterization of the Leishmania 

donovani ribosomal RNA promoter. Mol. Biochem. Parasitol. 103, 197-210. 

https://doi.org/10.1016/S0166-6851(99)00126-7 

Young, D.G., Duncan, M.A., 1994. Guide of the identification and geografic distribution of 

Lutzomyia sand flies in Mexico, West Indies, Central and South America (Diptera: 

Psychodidae). Mem. Am. Entomol. Inst. 54, 1-881. https://doi.org/10.1073/pnas.0703993104 

Yssouf, A., Almeras, L., Raoult, D., Parola, P., 2016. Emerging tools for identification of arthropod 

vectors. Future Microbiol. 11, 549-566. https://doi.org/10.2217/fmb.16.5 

Zampieri, R.A., Laranjeira Silva, M.F., Muxel, S.M., Stocco de Lima, A.C., Shaw, J.J., Floeter 

Winter, L.M., 2016. High resolution melting analysis targeting hsp70 as a fast and efficient 

method for the discrimination of Leishmania species. PLoS Negl. Trop. Dis. 10, 1-18. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004485 



Bibliografía 

256 
 

Zanet, S., Chiari., Battisti, E., Tizzani, P., Trisciuoglio, A., Carnaroglio, L.T., Lavazza, A., Ferroglio, 

E., 2017. Epidemiology of Leishmania infantum infection in wild lagomorphs in Italy. En: 

World Congress on Leishmaniasis 6, 16-20 mayo, Toledo, España.  

Zanette, M.F., de Lima, V.M.F., Laurenti, M.D., Rossi, C.N., Vides, J.P., Vieira, R.F. da C., Biondo, 

A.W., Marcondes, M., 2014. Serological cross-reactivity of Trypanosoma cruzi, Ehrlichia 

canis, Toxoplasma gondii, Neospora caninum and Babesia canis to Leishmania infantum 

chagasi tests in dogs. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 47, 105-107. https://doi.org/10.1590/0037-

8682-1723-2013 

Zeledón, R., Rosabal, R., 1969. Trypanosoma leonidasdeanei sp. nov. in insectivorous bats of 

Costa Rica. Ann. Trop. Med. Parasitol. 63, 221-228. 

https://doi.org/10.1080/00034983.1969.11686623 

Zemanová, E., Jirků, M., Mauricio, I.L., Horák, A., Miles, M.A., Lukeš, J., 2007. The Leishmania 

donovani complex: Genotypes of five metabolic enzymes (ICD, ME, MPI, G6PDH, and FH), 

new targets for multilocus sequence typing. Int. J. Parasitol. 37, 149-160. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2006.08.008 

Zivković, V., Miscevic, Z., Movsesijan, M., 1973. Identification of blood meals of sandflies (Diptera: 

Psychodidae). J. Parasitol. 59, 1150. https://doi.org/10.2307/3278666



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 



 

 
 

2
5
9
 

 
 
 
A
n
e
x
o
 

8. ANEXO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 117. Alineamiento de las secuencias ITS de los aislados a partir de flebotomos capturados en el periodo de muestreo 2012. Genotipo Lombardi 

(AJ000295); genotipo A (AJ634341); genotipo A/B (AJ634355); genotipo B (AJ000288); genotipo E (AJ634361); genotipo F (AJ634370). 
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Figura 117. Continuación.
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Figura 117. Continuación. 
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L.infantum Genotipo B T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C N N T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo E T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C C G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo F T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C C G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

ATE1FL2 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

ATE1FL4 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL1 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL2 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS2FL1 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL1 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL2 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL3 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL4 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL5 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL6 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL7 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC1FF1 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC1FF2 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T
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Figura 118. Alineamiento de las secuencias ITS de los aislados a partir de flebotomos capturados en el periodo de muestreo 2013. Genotipo Lombardi 

(AJ000295); genotipo A (AJ634341); genotipo A/B (AJ634355); genotipo B (AJ000288); genotipo E (AJ634361); genotipo F (AJ634370).
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L.infantum Genotipo Lombardi C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

L.infantum Genotipo A C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

L.infantum Genotipo B C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

L.infantum Genotipo A/B C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

L.infantum Genotipo E C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C A A A A A A A A - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T A T A T G T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

L.infantum Genotipo F C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C A A A A A A A A A C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T A - - T G T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

ATE1FL5 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

ATE1FL6 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL4 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL5 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL7 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL8 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL9 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL10 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL11 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL12 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL13 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL16 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL17 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS1FL18 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS2FL3 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS2FL4 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS2FL5 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

BOS2FL6 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL1FL1 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL1FL2 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL1FL3 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL8 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL10 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL11 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL12 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL14 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL15 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C

POL2FL16 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C
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POL2FL18 C T G G A T C A T T T T C C G A T G A T T A C A C C C A A A A A A - - C A T A T A C A A C T C G G G G A G A C C T A T G T A T A T A T A T G - - - - T A G G C C T T T C C C A C A T A C A C A G C A A A G T T T T G T A C T C A A A A T T T G C
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Figura 118. Continuación. 
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Figura 118. Continuación. 
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Figura 118. Continuación. 
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Figura 118. Continuación. 
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Figura 118. Continuación. 
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Figura 118. Continuación. 

POL2FL18 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

POL2FL20 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

POL2FL21 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

SJIC1FF4 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

SJIC1FF7 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

SJIC1FF8 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

SJIC1FF9 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

SJIC1FF10 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

SJIC1FF13 A C T C T C T T T T G T G T G G G T G C G C G C G T G G A A A C T C C T C T C T G G T G C T T G C A A A G C A G T C T T T T T C T C T T T C T C T T T T T C T C T C T C C A T T C T C T C C T C T C T T T T T T C A T C A A A A A G G G G G G A

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L.infantum Genotipo Lombardi G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

L.infantum Genotipo A G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G G G - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

L.infantum Genotipo B G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G G G G G T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

L.infantum Genotipo A/B G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G G G G G T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

L.infantum Genotipo E G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G G A G

L.infantum Genotipo F G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G G A G

ATE1FL5 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

ATE1FL6 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL4 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL5 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL7 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL8 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL9 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL10 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL11 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL12 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL13 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL16 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL17 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS1FL18 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS2FL3 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS2FL4 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS2FL5 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

BOS2FL6 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL1FL1 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL1FL2 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL1FL3 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL8 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL10 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL11 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL12 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL14 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL15 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL16 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL17 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL18 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL20 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

POL2FL21 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

SJIC1FF4 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

SJIC1FF7 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

SJIC1FF8 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

SJIC1FF9 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

SJIC1FF10 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

SJIC1FF13 G A G A A A A A G A G A G A G G A G G G G G - - - - T C G A G G G A G A G A G G C T G T G A C C A G G A T T A T T A A A C A A A A A A C C A A A A C G A G A A T T C A A C T T C G C G T T G G C C A T T T T T T G C T T A A T G G G G G G - A G

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L.infantum Genotipo Lombardi G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

L.infantum Genotipo A G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

L.infantum Genotipo B G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

L.infantum Genotipo A/B G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

L.infantum Genotipo E G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

L.infantum Genotipo F G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

ATE1FL5 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

ATE1FL6 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL4 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL5 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL7 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL8 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL9 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL10 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL11 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL12 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL13 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL16 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL17 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS1FL18 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS2FL3 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS2FL4 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS2FL5 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

BOS2FL6 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL1FL1 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL1FL2 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL1FL3 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL8 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL10 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL11 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL12 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL14 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL15 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL16 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL17 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL18 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL20 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

POL2FL21 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF4 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF7 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF8 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF9 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF10 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF13 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

L.infantum Genotipo Lombardi T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C N N T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo A T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo B T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C N N T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo A/B T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo E T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C C G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo F T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C C G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

ATE1FL5 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

ATE1FL6 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL4 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL5 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL7 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL8 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL9 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL10 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL11 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL12 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL13 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL16 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL17 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL18 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS2FL3 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS2FL4 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS2FL5 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS2FL6 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL1FL1 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL1FL2 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL1FL3 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL8 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL10 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

POL2FL11 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T



 

 

 

2
6
9
 

 
 
 
A
n
e
x
o
 

 
Figura 118. Continuación. 
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Figura 118. Continuación. 
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Figura 119. Alineamiento de las secuencias ITS de los aislados a partir de flebotomos capturados en el periodo de muestreo 2014. Genotipo Lombardi 

(AJ000295); genotipo A (AJ634341); genotipo A/B (AJ634355); genotipo B (AJ000288); genotipo E (AJ634361); genotipo F (AJ634370). 
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Figura 119. Continuación. 
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Figura 119. Continuación. 
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SJIC1FF19 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC1FF24 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC2FF8 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC2FF9 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A

SJIC2FF10 G T G G G T G T G G G T G G T G T G T G G C T C T C T C T C T G T G T G G T A T A T A T A T A T G T A T A T T A G A A G T A G G T T G T G T G T G T G T G T A T G T G T T T T A C A C A T A T A T A T A T C C G C G C C C T C A C T C T C T C A
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L.infantum Genotipo Lombardi T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C N N T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo A T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo B T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C N N T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo A/B T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo E T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C C G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

L.infantum Genotipo F T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C C G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

ATE1FL7 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

ATE1FL8 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL23 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

BOS1FL32 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC1FF19 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC1FF24 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC2FF8 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC2FF9 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T

SJIC2FF10 T A T A T A A T T T A T A T G T A C G C A C A G A G A A A A A A G A G A G G C G C T C T C T T T T C C C C C C A C C C C C - G A C A A C C T T T G T T T A C A G A C C T G A G T G T
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9. Anexo 2 

9.1. Secuencias ITS1 de T. nabiasi 

>LC339503. Trypanosoma nabiasi F44 gene for ITS1, partial sequence. 

  1 ctggatcatt ttccgatgat tttatattat acatacaacc gcgagaagag aggaggaggg 

 61 tatatctctc tctgtgtgtg tgtgtgtgtg caagaggggg aaaaggtatg gtgtattttt 

121 gtatatactt gcctgtgtgt accccttgtg tattgtgagc accacacact ctcttcttcg 

181 cactacacat atatctcctc gacacattgt gcgcatatat atatatatat atatagtgtg 

241 tgctctaagt gttgtggaaa aagtaacttg ccgcttgacc tcgtgtgtgg atatggtgtg 

301 tagtgtctgt gtggtgtttg tttatatata tatatataca tataaacagg tgcgcacata 

361 cacacaccca gaaaagaaca cgtcgtgaag cacggcccca acaacgtgtc gcgatggatg 

421 acttggcttc ctatttcgta gaagaacgca gcaaagtgcg ataagtggta tc 

 

>LC339504. Trypanosoma nabiasi F47 gene for ITS1, partial sequence. 

  1 ctggatcatt ttccgatgat tttatattat acatacaacc gcgagaagag aggaggaggg 

 61 tatatctctc tctgtgtgtg tgtgtgtgtg caagaggggg aaaaggtatg gtgtattttt 

121 gtatatactt gcctgtgtgt accccttgtg tattgtgagc accacacact ctcttcttcg 

181 cactacacat atatctcctc gacacattgt gcgcatatat atatatatat atatatatat 

241 aatgtgtgtg ctctaagtgt tgtggaaaaa gtaacttgcc gcttgacctc gtgtgtggat 

301 atggtgtgta gtgtctgtgt ggtgtttgtt tatatatata tatatacata taaacaggtg 

361 cgcacataca cacacccaga aaagaacacg tcgtgaagca cggccccaac aacgtgtcgc 

421 gatggatgac ttggcttcct atttcgtaga agaacgcagc aaagtgcgat aagtggtatc 

481 a 

 

>LC339505. Trypanosoma nabiasi F24 gene for ITS1, partial sequence. 

  1 ctggatcatt ttccgatgat tttatattat acatacacac ccccgagaag agaggaggag 

 61 ggtatatctc tctctgtgtg tgtgtgtgtg tgcaagaggg ggaaaagata tggtgtattt 

121 ttgtatatac ttgcctgtgt gtaccccttg tgtattgtga gcaccacaca ctctcttctt 

181 cgcactacac atatatctcc tcgacacatt gtgcgcatat atatatatat atatatataa 

241 tgtgtgtgct ctaagtgttg tggaaaaagt aacttgccgc ttgacctcgt gtgtggatat 

301 ggtgtgtagt gtctgtgtgg tgtttgttta tatatatata tatacatata aacaggtgcg 

361 cacatacaca cacccagaaa agaacacgtc gtgaagcacg gccccaacaa cgtgtcgcga 

421 tggatgactt ggcttcctat ttcgtagaag aacgcagcaa agtgcgataa gtggtatca 

 

>LC339506. Trypanosoma nabiasi F25 gene for ITS1, partial sequence. 

  1 ctggatcatt ttccgatgat tttatattat acatacaacc gcgagaagag aggaggaggg 

 61 tatatctctc tctgtgtgtg tgtgtgtgtg caagaggggg aaaaggtatg gtgtattttt 

121 gtatatactt gcctgtgtgt accccttgtg tattgtgagc accacacact ctcttcttcg 
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181 cactacacat atatctcctc gacacattgt gcgcatatat atatatatat atatatatat 

241 aatgtgtgtg ctctaagtgt tgtggaaaaa gtaacttgcc gcttgacctc gtgtgtggat 

301 atggtgtgta gtgtctgtgt ggtgtttgtt tatatatata tatatacata taaacaggtg 

361 cgcacataca cacacccaga aaagaacacg tcgtgaagca cggccccaac aacgtgtcgc 

421 gatggatgac ttggcttcct atttcgtaga agaacgcagc aaagtgcgat aagtggtatc 

481 a 

 

>LC339507. Trypanosoma nabiasi F27 gene for ITS1, partial sequence. 

  1 gcgagaagag aggaggaggg tatatctctc tctgtgtgtg tgtgtgtgtg caagaggggg 

 61 aaaaggtatg gtgtattttt gtatatactt gcctgtgtgt accccttgtg tattgtgagc 

121 accacacact ctcttcttcg cactacacat atatctcctc gacacattgt gcgcatatat 

181 atatatatat atatataatg tgtgtgctat aagtgttgtg gaaaaagtaa cttgccgctt 

241 gacctcgtgt gtggatatgg tgtgtagtgt ctgtgtggtg tttgtttata tatatatata 

301 tacatataaa caggtgcgca catacacaca cccagaaaag aacacgtcgt gaagcacggc 

361 cccaacaacg tgtcgcgatg gatgactt 

 

>LC339508. Trypanosoma nabiasi F114 gene for ITS1, partial sequence. 

  1 ctggatcatt ttccgatgat tttatattat acatacaacc gcgagaagag aggaggaggg 

 61 tatatctctc tctgtgtgtg tgtgtgtgtg caagaggggg aaaaggtatg gtgtattttt 

121 gtatatactt gcctgtgtgt accccttgtg tattgtgagc accacacact ctcttcttcg 

181 cactacacat atatctcctc gacacattgt gcgcatatat atatatatat atatatatat 

241 aatgtgtgtg ctctaagtgt tgtggaaaaa gtaacttgcc gcttgacctc gtgtgtggat 

301 atggtgtgta gtgtctgtgt ggtgtttgtt tatatatata tatatacata taaacaggtg 

361 cgcacataca cacacccaga aaagaacacg tcgtgaagca cggccccaac aacgtgtcgc 

421 gatggatgac ttggcttcct atttcgtaga agaacgcagc aaagtgcgat aagtggtatc 

481 a 

 

9.2. Secuencias ARNr SSU de T. nabiasi 

>LC341261. Trypanosoma nabiasi F47 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence. 

  1 gaaacaagaa acacgggagt ggttcctttc ctgattttcg catgtcatgc atgccagggg 

 61 gcgcccgtga ttttttactg tgactaaaaa agtgtgacca aagcagtcat ttcgacttga 

121 attagaaagc atgggataac aaaggagcag cctataggcc accgtttcgg cttttgttgg 

181 ttttaacagt ctattggaga ttatggggct gtgcgacaag cgctcgagtg ctctcctttt 

241 cggtgacgct cggcgccttt gtgggaaatc cacggttgcc tcggcaggct tcggcctcgc 

301 ggagagcatt tccgtcttcc ctcaactcgc ggcatccagg aatgaaggag ggtagttcgg 

361 gggggaacgt actggtgcgt cagaggtgaa attcttagac cgcaccaaga cgaactacag 

421 cgaaggcatt cttcaaggat accttcctca atcaagaacc aaagtgtggg gatcgaagat 

481 gattagagac cattgtagtc cacactgcaa acgatgacac ccatgaattg gggagttttt 
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541 ggtcgtaggc ggggtcgggt tcatctcgct cctcgtctcg ccaatgtgta tcaatttacg 

601 tgcatattct ttttgggccc cgcgaggggt ccgtttacgg gaatatcctc agcacgttat 

661 ctgacttctt cacgcgaaag ctttgaggtt acagtctcag gggggagtac gttcgcaaga 

721 gtgaaactta aagaaattga cggaatggca ccacaagacg tggagcgtgc ggtttaattt 

781 gactcaacac ggggaacttt accagatccg gacagggtga ggattgacag attgagtgtt 

841 ctttctcgat cccctgaatg gtggtgcatg gccgcttttg gtcggtggag tg 

 

>LC341262. Trypanosoma nabiasi F47 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence. 

  1 gaaacaagaa acacgggagt ggttcctttc ctgattttcg catgtcatgc atgccagggg 

 61 gcgcccgtga ttttttactg tgactaaaaa agtgtgacca aagcagtcat ttcgacttga 

121 attagaaagc atgggataac aaaggagcag cctataggcc accgtttcgg cttttgttgg 

181 ttttaacagt ctattggaga ttatggggct gtgcgacaag cgctcgagtg ctctcctttt 

241 cggtgacgct cggcgccttt gtgggaaatc cacggttgcc tcggcaggct tcggcctcgc 

301 ggagagcatt tccgtcttcc ctcaactcgc ggcatccagg aatgaaggag ggtagttcgg 

361 gggggaacgt actggtgcgt cagaggtgaa attcttagac cgcaccaaga cgaactacag 

421 cgaaggcatt cttcaaggat accttcctca atcaagaacc aaagtgtggg gatcgaagat 

481 gattagagac cattgtagtc cacactgcaa acgatgacac ccatgaattg gggagttttt 

541 ggtcgtaggc ggggtcgggt tcatctcgct cctcgtctcg ccaatgtgta tcaatttacg 

601 tgcatattct ttttgggccc cgcgaggggt ccgtttacgg gaatatcctc agcacgttat 

661 ctgacttctt cacgcgaaag ctttgaggtt acagtctcag gggggagtac gttcgcaaga 

721 gtgaaactta aagaaattga cggaatggca ccacaagacg tggagcgtgc ggtttaattt 

781 gactcaacac ggggaacttt accagatccg gacagggtga ggattgacag attgagtgtt 

841 ctttctcgat cccctgaatg gtggtgcatg gccgcttttg gtcggtggag tgatttgttt 

901 ggttgattcc gtcaacggac gagatc 

 
 
>LC341263. Trypanosoma nabiasi F51 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence. 

  1 gaaacaagaa acacgggagt ggttcctttc ctgattttcg catgtcatgc atgccagggg 

 61 gcgcccgtga ttttttactg tgactaaaaa agtgtgacca aagcagtcat ttcgacttga 

121 attagaaagc atgggataac aaaggagcag cctataggcc accgtttcgg cttttgttgg 

181 ttttaacagt ctattggaga ttatggggct gtgcgacaag cgctcgagtg ctctcctttt 

241 cggtgacgct cggcgccttt gtgggaaatc cacggttgcc tcggcaggct tcggcctcgc 

301 ggagagcatt tccgtcttcc ctcaactcgc ggcatccagg aatgaaggag ggtagttcgg 

361 gggggaacgt actggtgcgt cagaggtgaa attcttagac cgcaccaaga cgaactacag 

421 cgaaggcatt cttcaaggat accttcctca atcaagaacc aaagtgtggg gatcgaagat 

481 gattagagac cattgtagtc cacactgcaa acgatgacac ccatgaattg gggagttttt 

541 ggtcgtaggc ggggtcgggt tcatctcgct cctcgtctcg ccaatgtgta tcaatttacg 

601 tgcatattct ttttgggccc cgcgaggggt ccgtttacgg gaatatcctc agcacgttat 

661 ctgacttctt cacgcgaaag ctttgaggtt acagtctcag gggggagtac gttcgcaaga 

721 gtgaaactta aagaaattga cggaatggca ccacaagacg tggagcgtgc ggtttaattt 
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781 gactcaacac ggggaacttt accagatccg gacagggtga ggattgacag attgagtgtt 

841 ctttctcgat cccctgaatg gtggtgcatg gccgcttttg gtcggtggag tgatttgttt 

901 ggttgattcc gtcaacggac g 

 
>LC341264. Trypanosoma nabiasi F114 gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence. 

  1 gattttcgca tgtcatgcat gccagggggc gcccgtgatt ttttactgtg actaaaaaag 

 61 tgtgaccaaa gcagtcattt cgacttgaat tagaaagcat gggataacaa aggagcagcc 

121 tataggccac cgtttcggct tttgttggtt ttaacagtct attggagatt atggggctgt 

181 gcgacaagcg ctcgagtgct ctccttttcg gtgacgctcg gcgcctttgt gggaaatcca 

241 cggttgcctc ggcaggcttc ggcctcgcgg agagcatttc cgtcttccct caactcgcgg 

301 catccaggaa tgaaggaggg tagttcgggg gggaacgtac tggtgcgtca gaggtgaaat 

361 tcttagaccg caccaagacg aactacagcg aaggcattct tcaaggatac cttcctcaat 

421 caagaaccaa agtgtgggga tcgaagatga ttagagacca ttgtagtcca cactgcaaac 

481 gatgacaccc atgaattggg gagtttttgg tcgtaggcgg ggtcgggttc atctcgctcc 

541 tcgtctcgcc aatgtgtatc aatttacgtg catattcttt ttgggccccg cgaggggtcc 

601 gtttacggga atatcctcag cacgttatct gacttcttca cgcgaaagct ttgaggttac 

661 agtctcaggg gggagtacgt tcgcaagagt gaaacttaaa gaaattgacg gaatggcacc 

721 acaagacgtg gagcgtgcgg tttaatttga ctcaacacgg ggaactttac cagatccgga 

781 cagggtgagg attgacagat tgagtgttct ttctcgatcc cctgaatggt ggtgcatggc 

841 cgcttttggt cggtggagtg atttgtttgg ttgattccgt caacggacga gatccaagct 

901 gcccagtag 
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10. APÉNDICE 

10.1. Abreviaturas 

A 

A260  Absorbancia a 260 nanómetros 

A280  Absorbancia a 280 nanómetros 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ADNasa  Desoxirribonucleasa 

ADNk   Ácido desoxirribonucleico del kinetoplasto  

ADNr  ADN ribosomal 

AEMET  Agencia Estatal de Meteorología 

Ago  Agosto 

ARN   Ácido ribonucleico 

ARNr  ARN ribosomal 

Atm  Atmósfera 

ATSB  Cebo de azúcar tóxico (Attractive toxic sugar bate) 

B 

BECM  Boletín Epidemiológico de la Comunidad de Madrid 

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 

BSA  Albúmina sérica bovina (Bovine serum albumin) 

C 

CDC Centro para Control y Prevención de Enfermedades 

(Centers for Disease Control and Prevention) 

CEA  Centro de Educación Ambiental 

CEE  Colegio de Educación Especial 

CM  Comunidad de Madrid 

cm  Centímetro 

cm2  Centímetro cuadrado 

CMBD  Conjunto Mínimo Básico de Datos 

CNM   Centro Nacional de Microbiología 

CO2  Dióxido de carbono 

CO  Citocromo c oxidasa 

COLVEMA Colegio Oficial de Veterinarios de Madrid 

cpb  Cisteína proteinasa b 

c.s.p.  Cantidad suficiente para 

Ct  Ciclo umbral (Threshold point) 

cytb  Citocromo b (Cytochrome b) 

D 

DDBJ  DNA Databank of Japan 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

dNTPs  Desoxinucleótidos trifosfato  

E 

EDO  Enfermedad de declaración obligatoria 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (Enzyme-

linked immunosorbent assay) 
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EMBL  European Molecular Biology Laboratory 

F 

fg  Femtogramo 

fPPG  Fosfoproteoglicano filamentoso (Filamentous 

proteophosphoglycan) 

FRET  Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia 

(Fluorescence resonance energy transfer) 

G 

g   Gramo    

G6PD  Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

H 

h   Hora 

ha  Hectárea 

Ha  Haptomona 

HR  Humedad relativa 

HRM Análisis de alta resolución de fusión (High resolution 

melting) 

HSP  Proteína de choque térmico (Heat shock protein) 

I 

IFAT Detección de anticuerpos mediante inmunofluorescencia 

(Immunofluorescence antibody test) 

IES  Instituto de Educación Secundaria 

INE  Instituto Nacional de Estadística 

ITNs                  Insecticide-treated nets 

ISCIII  Instituto de Salud Carlos III 

ITS  Espaciador transcrito interno (Internal transcribed spacer) 

J 

Jul  Julio 

Jun  Junio 

K 

kb  Kilobase 

Kg  Kilogramo 

km  Kilómetro 

L 

l   Litro 

LC  Leishmaniosis cutánea 

LC-MS/MS  Espectrometría de masas en tándem ligada a 

cromatografía líquida (Liquid cromatography-tandem mass 

spectrometry) 

Le  Leptomona 

LED  Diodos emisores de luz (Light-emitting diode) 

LEM  Laboratorio de Entomología Médica 

LLINs   Long-lasting insecticidal nets  

LPG   Lipofosfoglicano 

LSU  Subunidad grande (Large subunit) 

LV  Leishmaniosis visceral 
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M 

m  Metro 

m2  Metro cuadrado 

MALDI-TOF  Desorción/ionización láser asistida por matriz- tiempo de 

vuelo (Matrix-assisted laser desorption/Ionization-time of 

flight)  

Me  Metacíclico 

MEGA  Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

mg  Miligramo 

MgCl2  Cloruro de magnesio 

min  Minuto  

ml  Mililitro 

MLEE Electroforesis de enzimas multilocus (Multilocus enzyme 

electrophoresis) 

MLMT Genotipado de multilocus microsatélite (Multilocus 

microsatellite typing) 

mM  Milimolar 

mm  Milímetro 

MP  Membrana peritrófica 

MS  Espectrometría de masas (Mass spectrometry) 

N 

N1  Primera noche 

N2  Segunda noche 

NaCl  Cloruro sódico 

NCBI  National Center for Biotechnology Information 

Ne  Nectomona 

ng  Nanogramo 

nm  Nanómetro 

NNN  Novy-McNeal-Nicolle 

NTD  Enfermedad tropical olvidada (Neglected tropical disease) 

O 

Oct  Octubre 

OMS  Organización Mundial de la Salud 

OPS  Organización Panamericana de la Salud 

P 

Pa  Pascales 

pb  Par de bases 

PBS  Tampón fosfato salino (Phosfate buffered saline) 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase chain 

reaction) 

pg  Picogramo  

PKDL Leishmaniosis cutánea poskala-azar (Post-kala-azar 

dermal leishmaniasis) 

pmol  Picomol 

PNOC  Gen nuclear de la prepronociceptina  

Pp  Promastigote procíclico 
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PSG Gel secretado por promastigotes (Promastigote secretory 

gel) 

Q 

qPCR  PCR cuantitativa (quantitative PCR) 

R 

r Coeficiente de correlación 

R2 Coeficiente de determinación 

RAPD Amplificación aleatoria de ADN polimórfico (Random 

amplified polymorphic DNA) 

RD  Real Decreto 

RFLP Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción (Restriction fragment length polymorphism) 

RENAVE Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica 

RLB   Alineación reversa line-blot (Reverse line blot) 

rpm  Revoluciones por minuto  

S 

s   Segundo 

S  Svedberg 

SBF  Suero Bovino Fetal 

Sep  Septiembre 

SI  Sistema Internacional de Unidades 

SIDA  Síndrome inmunodeficiencia adquirida  

spp.  Especies 

SSU  Subunidad pequeña (Small subunit) 

T 

Tª  Temperatura 

TAE  Tampón Tris Acetato EDTA 

TARGA  Terapia antirretroviral de gran actividad 

U 

U  Unidad de actividad enzimática 

UDVP   Usuario de drogas por vía parenteral 

UV  Ultravioleta 

V 

V  Voltio 

VBD  Enfermedad transmitida por vector (Vector-borne disease) 

VE  Válcula estomodeal 

VIH  Virus inmunodeficiencia humana 

VISAVET  Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria  

VNTR Repetición en tándem de número variable (Variable 

number tándem repetition) 

 

6PGDH  6-fosfogluconato deshidrogenasa 

ºC  Grados Celsius 

µl  Microlitro 
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NOTA: 

En la redacción de esta Tesis Doctoral se han utilizado ciertas unidades de 

medida fuera del Sistema Internacional de Unidades (SI). En la siguiente tabla, 

se muestran las correspondencias de las unidades utilizadas con las admitidas 

en el SI: 

atm 101.325 Pa 

cm2 10-4 m2 

h 3.600 s 

ha 10.000 m2 

mg 10-3 kg 

min 60 s 

ml 10-3 l 

nm 10-9 m 

S 10-13 s 

µl 10-6 l 
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