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Resumen

La tularemia es una enfermedad zoondtica del hemisferio norte causada por Francisella
tularensis, una bacteria intracelular facultativa, que requiere una dosis infectiva muy
baja y que puede causar una enfermedad potencialmente grave si no es tratada.
Tipicamente, las infecciones humanas y animales son causadas por cepas de la
subespecie tularensis, que ocasiona brotes principalmente en América del Norte, y la
holarctica, distribuida en todo el hemisferio norte, incluyendo Europa. Aunque no se
conoce el reservorio natural, se ha visto que F. tularensis puede infectar una gran
variedad de especies, destacando a pequerfios roedores, lagormorfos y garrapatas como
reservorios (y vectores) clave para esta bacteria e implicados en gran parte de los brotes
reportados. Sin embargo, en Europa se ha descrito otro tipo de transmision vectorial de
la tularemia; la transmision por mosquito, que implicaria a estos artropodos pero
también a cierto tipo de protozoos acuaticos como potenciales vectores y reservorios
ambientales para F. t. holarctica. Este modo de transmisién, hasta la fecha, solo se ha
documentado en regiones concretas del norte del continente europeo como Suecia 0
Finlandia, y no se ha podido demostrar su relevancia en otras regiones endémicas como
Espafia. Este trabajo de revision ha consistido en hacer una recopilacion de los estudios
observacionales y experimentales mas recientes de la literatura acerca de varios
aspectos relacionados con el mantenimiento y la transmision de F. t. holarctica en el
entorno acudatico, con el objetivo de poder conocer con mas detalle el papel
epidemioldgico de los mosquitos y protozoos, asi como la interaccion entre ambos y el
patdgeno e intentar explicar el porqué de las diferencias geograficas entre diversos
paises en cuanto a este tipo de transmision asi como documentar las lagunas que aun

siguen habiendo y proponer posibles estudios que ayuden a esclarecerlas.



1. Introduccién

1.1 Agente etioldgico

La tularemia es una enfermedad vectorial zoondtica del hemisferio norte causada por
Francisella tularensis, un cocobacilo Gram negativo intracelular facultativo que
requiere una dosis infectiva muy baja y que en humanos puede causar una enfermedad
potencialmente grave dependiendo de la biovariedad, sobre todo si no se trata (1-5). La
transmision a humanos puede describir distintas rutas, entre ellas: (i) por la picadura de
un gran nimero de vectores artrépodos (garrapatas, tdbanos y mosquitos), (i) la
manipulacion de carcasas, fluidos u otros tejidos de animales infectados, (iii) la
ingestion de comida o agua contaminada y (iv) la inhalacién de aerosoles infectivos
(1,2,5). Ademas, las presentaciones clinicas variaran en funcion del modo de
transmision (1), siendo la ulceroglandular (asociada a una picada de un vector) y la
glandular (asociada a la manipulacién o contacto directo) las mas frecuentes (2).

F. tularensis se subdivide en 5 subespecies: tularensis (denominada también tipo A),
holarctica (tipo B), mediasiatica, novicida e hispaniensis (1,5,6). Las dos primeras son
consideradas las mas relevantes a nivel clinico, ya que son las principales causantes de
esta enfermedad en humanos (1,2,5). La subespecie tularensis se ha descrito como la
mas virulenta (5), ocasionando brotes principalmente en América del Norte. En cambio,
la holarctica se encuentra distribuida en todo el hemisferio norte, aunque predomina
mayoritariamente en Europa y Asia (1,2), produciendo infecciones méas leves y con

ratios de mortalidad inferiores (5).
1.2 Ecologia y epidemiologia

La eco-epidemiologia de la tularemia es muy compleja y variable segln el ecosistema y
region geografica (1). A pesar de haber un gran volumen de trabajos de revision que
tratan a nivel general varios aspectos de esta enfermedad, aun siguen habiendo lagunas
considerables en el conocimiento de muchos puntos clave, relacionados sobre todo con
respecto a sus reservorios, vias de transmision y mantenimiento en ecosistemas (1,7).
Todo esto dificulta en gran parte tener un entendimiento global de los tipos de
transmision y ciclo que adopta la bacteria de forma local, en las distintas regiones donde
es endémica. Aun asi, existen varios conceptos ampliamente aceptados y que se van

repitiendo a lo largo de la literatura consultada, como los citados a continuacion.



1.2.1 Ciclos acuético y terrestre de Francisella tularensis

Se han descrito dos escenarios ecoldgicos o ciclos epidemioldgicos distintos, segun
reservorios y vectores implicados: el terrestre y el acuatico (5). El ciclo terrestre se ha
relacionado principalmente con lagomorfos, pequefios roedores y garrapatas y con la
subespecie tularensis; en cambio, en el ciclo acuético, cuyo sustrato principal es el agua,
participan especies acudticas de roedores, garrapatas y otros artropodos como los
mosquitos, en este caso mas asociados con la subespecie holarctica (2,5). Los humanos
podemos adquirir la infeccion interactuando en estos ciclos con los reservorios y/o

vectores o directamente con el agua contaminada (Figura 1).

Ciclo terrestre Ciclo acuatico

Figura 1: Ciclos acuético y terrestre de Francisella tularensis (Fuente: (8))

1.2.2 Transmisién por vectores artrépodos

En la transmision y mantenimiento de Francisella en la naturaleza, los artrépodos
juegan un papel relevante (2,3,5). Se ha descrito la presencia de F. tularensis en una
gran variedad de vectores artropodos, incluyendo principalmente a garrapatas de los
géneros Amblyomma, Dermacentor, Ixodes y Ornithodoros; mosquitos de los géneros

Aedes, Culex y Anopheles y moscas de la familia Tabanidae (3).

Las garrapatas se cree que actlan principalmente como vectores bioldgicos, es decir, F.
tularensis tiene la capacidad de transmitirse transestadialmente (multiplicarse desde
estadios inmaduros o larvarios, hasta alcanzar la madurez o fases adultas) (2,5). En
cambio, en las moscas y los mosquitos se cree que la transmision es mecanica, es decir,
la bacteria se transmite de un hospedador infectado a uno susceptible mediante la
alimentacion interrumpida del vector hematdfago, ya que se encuentra contaminando el
aparato bucal, y sin necesidad de multiplicacion en el propio vector (2,5). No obstante,

estudios recientes en mosquitos apuntan la existencia de una posible transmisién



bioldgica, aparte de la mecanica, actualizando la informacion que se conocia hasta ahora
(9,10).

1.2.3 Reservorios

Por lo que respeta a los posibles reservorios de este patdgeno, F. tularensis ha sido
detectado en més de 250 especies muy variadas, incluyendo mamiferos, anfibios, peces
y otros invertebrados (1-5). Dentro de los mamiferos, los lagomorfos y roedores se
consideran como reservorios clave para esta bacteria e importantes fuentes de infeccién
en humanos (2,3), como en el caso de la liebre europea (Lepus europaeus), ampliamente

usada como animal centinela en Europa (3).

Otros potenciales reservorios cada vez mas estudiados son un tipo de amebas, conocidas
en inglés como free-living amoebae, englobadas dentro del grupo de los protozoos
(11,12). Se cree que F. tularensis podria encontrarse dentro de estos organismos
unicelulares, sobreviviendo asi en aguas naturales y siendo después depredada por
larvas de mosquito que, una vez adultos, podran transmitirla a hospedadores terrestres
(13).

1.2.4 Distribucion geografica de los casos de tularemia

Como ya se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los casos de tularemia han
sido reportados en paises del hemisferio norte, donde la enfermedad ocurre con
frecuencia de forma endémica (1,2,14). Sin embargo, en el afio 2011, se reportd un
primer caso de tularemia ulceroglandular causada por la subespecie holarctica en una
mujer debido a la mordida de un tipo de marsupial australiano (Pseudocheirus
peregrinus) en un bosque de Tasmania, indicando la emergencia de F. tularensis tipo B

en el hemisferio sur (15).

1.24.1  Tularemiaen Europa

En Europa, los primeros casos que describen esta infeccion en humanos se localizan en
los paises nérdicos, hacia los afios 30 (16) siendo a partir de los 90 cuando se publican
mas datos en todo el continente europeo (1). En los altimos 20 afios, esta enfermedad ha
ido expandiendo su distribucion geogréafica, emergiendo en nuevas areas hacia el sur del

continente, incluyendo a Espaia (1).



Segun el daltimo informe epidemioldgico anual de la tularemia publicado por el ECDC,
en el afio 2016 se reportaron 1148 casos en toda la Union Europea, de los cuales 1096
(95%) fueron confirmados. En concreto, nueve paises (Chipre, Grecia, Islandia, Irlanda,
Italia, Luxemburgo, Portugal, Romania y el Reino Unido) no reportaron ninguno, en
contraposicion con los paises escandinavos que concentraron el mayor nimero de casos:
Suecia (n=134) y Finlandia (n=699) (Tabla 1) (17).

Tabla 1: Distribucion de los casos confirmados de tularemia por pais en la UE en el afio 2016 (Fuente: (17))

Austria 2 0.0 2 0.0 ] 0.0 4 0.0 ] 01 01 ]
Belgium 1 0.0 1 0.0 2 0.0 1 0.0 1 0.0 - 1
Bulgaria ] 0.0 1 0.0 1 0.0 17 0.2 2 0.0 0.0 3
Croaba 1 0.0 2 0.0 2 0.0 13 0.3 2 0.0 2
Cyprus ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 0.0 ]
Czech Republic 42 04 36 0.3 48 0.5 56 0.5 58 0.6 06 59
Denrmark . . . . . .

Estonia ] 0.0 1 0.1 1 0.1 ] 0.0 1 0.1 01 1
Finland 33 43 15 03 9 02 104 14 54 127 125 699
France 5 0.0 al 0.0 19 0.0 i} 0.0 47 01 01 98
Germary il 0.0 20 0.0 N 0.0 k2 0.0 41 0.0 01 kil
Greaca ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 0.0 ]
Hungary 18 02 48 0.5 140 14 k) 0.4 2 0.2 02 2
lceland ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 0.0 ]
Ireland ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 0.0 ]
Haly 4 0.0 1 0.0 ] 0.0 . . ] 0.0 0.0 ]
Latvia B 03 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 1 0.1 01 1
Liechtanstein . . . . . . . .

Lithuaria 3 01 4 0.1 4 0.1 4 0.1 2 0.1 01
Luxernbaurg ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.4 0.0

Malta ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 . . . .
MNethertands . ] 0.0 5 0.0 1 0.0 5 0.4 0.0 ]
MNorway 50 1.0 8 06 46 L] 42 0 40 0.8 08 a0
Poland B 0.0 ] 0.0 11 0.0 9 0.0 18 0.0 0.0 18
Portugal . . . . . . ] 0.0 ] 0.0 0.0 ]
Romania ] 0.0 1 0.0 ] 0.0 1 0.0 ] 0.4 0.0 ]
Slovakia ] 0.1 ] 02 B D1 28 0.5 7 0.1 0.1 T
Slovenia 4 02 2 0.1 1 0.0 ] 0.0 3 0.1 02 3
Spain 1 0.0 ] 0.0 62 D1 2 0.0 3 0.4 0.0 3
Sweden 550 62 104 11 150 16 T2 T4 134 14 14 134
United Kingdom ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 1 0.0 ] 0.0 0.0 ]
EUEEA 995 02 308 0.1 528 0.1 1122 0.3 1096 0.2 02 1148

La mayoria de estos brotes y/o casos esporadicos reportados se han asociado a la
subespecie holarctica (1), estrechamente relacionada con zonas de agua natural (2,5).

A pesar de tener un mismo agente causal, estos brotes no parecen seguir un mismo
patron epidemioldgico. De hecho, segin la zona geografica estudiada, se han
distinguido diferencias sobre todo en el modo de transmision (1-3). Por ejemplo, en
paises nordicos como Suecia o Finlandia, la picadura de mosquito se considera como la
via de transmisién mas comin a humanos (2). En cambio, en zonas de Europa central o
sur, el contacto directo con animales infectados (principalmente con lagomorfos o



roedores), la picadura de
garrapata o la ingestion de agua
contaminada son las rutas mas
frecuentes (1,2), tal y como se

puede observar en la Figura 2.

Se ha sugerido que las causas
de estas diferencias observadas
en cuanto el modo de

transmision ~ local ~ pueden
depender de varios factores,
como la presencia y/o ausencia
asi como la abundancia de
distintas especies de reservorios

y vectores artrépodos

Francisella tularensis subspecies holarcitca
endemic areas

& Rodents
A& Ticks
# Mosquitoes

O Major F tularensis subspecies holarcitca outbreaks
500 km
[ ki WY

300 mi
[l

%' Ftularensis subspecies tularensis

l Lagomorphs @ Water from private wells

Figura 2: Areas endémicas y brotes mas importantes reportados

en la literatura europea, con las principales fuentes de infeccion

. . humanas segun el pais (Fuente: (18)).
asociados, juntamente con otros gan el pals ( 18)

factores ambientales como la hidrografia o la topografia (1-3,7).

1.2.4.2  Tularemia en Espafia

En 1997 se declara por primera vez esta enfermedad en Espafia. Desde entonces, se han
notificado oficialmente dos brotes separados por una década: en 1997-1998 y en 2007-
2008, ambos en una region situada en Castilla y Ledn denominada “Tierra de Campos”
(19). En diferentes estudios se observo que ambos brotes habian sido causados por el
mismo genotipo de F. tularensis subesp. holarctica, indicando la emergencia de esta
enfermedad en Espafa (19,20). El primer brote se asoci6 principalmente al contacto y
manejo de liebres cazadas (Lepus spp.), mientras que el segundo se relaciond con una
situacion epidemiologica distinta, ya que coincidieron los brotes humanos con un

aumento poblacional de topillos comunes (Microtus arvalis) en forma de plaga (19,20).

Tierra de Campos se considera la region endémica o hot spot para la tularemia en
Espafa, ya que desde 1997 hasta la actualidad, ha concentrado el 95% de los casos
notificados de forma oficial (8). Esta region contiene una gran presencia de agua, ya que
el regadio es vehiculado a través de canales, lo cual hace que sea idonea como



reservorio de mosquitos y protozoos (F. Jubete, comunicacién personal, 02 de mayo de
2019).

En Europa, el papel de los mosquitos como potenciales vectores para esta enfermedad
ha sido ampliamente citado en la literatura, especialmente en paises nérdicos. Por otro
lado, se han descrito algunas especies de amebas de vida libre como posibles reservorios
en ambiente acuaticos. No obstante, en Espafia, asi como en otras regiones endémicas
mas célidas, la transmisién por mosquitos no ha sido descrita y se desconoce si estos
vectores, solos o interactuando con protozoos acudticos, pueden tener un papel

epidemioldgico relevante.



2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo ha consistido en hacer una recopilacion vy
presentacion de la literatura mas reciente, basada principalmente en estudios
experimentales acerca de varios aspectos relacionados con el mantenimiento y la
transmision de F. tularensis holarctica dentro de su ciclo acuatico. Concretamente, se
ha tratado sobre todo de conocer mejor el papel epidemiolégico asi como la relevancia
de los mosquitos y los protozoos como potenciales vectores y reservorios ambientales
para esta bacteria. Ademas, se ha analizado uno de los factores mas importantes que
pueden propiciar las diferencias observadas en cuanto a la transmision por mosquito
entre distintas zonas endémicas de Europa, incluyendo el area endémica de Tierra de

Campos, asi como las lagunas de conocimiento que ain quedan por resolver.
3. Material y métodos

Para esta revision bibliografica se han usado articulos cientificos, libros y otros trabajos
de investigacion publicados en las Ultimas decadas. Brevemente, como motores de
busqueda se han usado buscadores bibliograficos como PubMed, Google Scholar y
Science Direct; también otros documentos obtenidos de la red y algunos datos
epidemiolégicos oficiales de las paginas del ECDC (European Centre for Disease

Prevention and Control).

Para entender el contexto de la tularemia en Espafia se ha utilizado informacion
contenida en un trabajo de revision de un Trabajo de Fin de Grado titulado Francisella
tularensis, ¢es un patdgeno emergente en Espafia?, realizado por Antonio Rodriguez
Rodriguez, alumno de medicina por la Universidad de Castilla y la Mancha (UCLM) y
defendido el 2 de mayo de 2019.

Las palabras de busqueda clave han incluido, aparte del nombre del agente etioldgico,
una 0 mas de las siguientes: Spain, epidemiology, ecology, aquatic cycle, amoeba,
protozoa, reservoir, predation, mosquitoes, vector-borne diseases, transstadial

transmission, etc.



4. Francisella tularensis subespecie holarctica en el entorno acuético

Francisella tularensis subespecie holarctica se asocia principalmente con el ciclo
acuatico, donde el agua juega un papel fundamental como fuente de infeccion natural
para la tularemia. En este ciclo interaccionan distintos tipos de reservorios,
principalmente especies acuaticas de roedores como topillos o castores, pero también
invertebrados como el cangrejo rojo americano en el caso de Espafia (21), vectores
artrépodos (mosquitos o garrapatas) y el propio entorno ecoldgico (como rios, lagos y

estangues), todo ello interactuando a su vez con los humanos (2,5,22).

La presencia de esta bacteria en el ambiente acuatico se ha podido determinar en varios
estudios de investigacion mediante el uso de técnicas moleculares como la PCR a
tiempo real. Estos han permitido la deteccion y posterior identificacion del ADN de esta
subespecie en muestras ambientales de aguas y sedimentos provenientes de zonas

endémicas, durante periodos epidémicos y no epidémicos (7,22,23).

Hay que tener en cuenta que a pesar de poder confirmar la deteccion genémica de F. t.
holarctica en estas muestras, estas técnicas no son capaces de discriminar entre
microorganismos viables y no viables (24), por lo que es necesario confirmar su
presencia combindndolo con otras técnicas complementarias como el cultivo
microbioldgico. El uso del cultivo prior a estos métodos ayudaria a mejorar la deteccion
de células viables en las distintas matrices ambientales, incrementando también la
concentracion de ADN de la muestra, y consecuentemente, mejorando su recuperacion
(24). Sin embargo, en la mayoria de este tipo de estudios, no ha sido posible recuperar e
aislar F. t. holarctica en un cultivo partiendo directamente de las muestras ambientales
recogidas de agua y sedimentos (22,24). Este hecho se explica mayormente debido a la
naturaleza fastidiosa de este organismo y la complexidad del aislamiento de muestras
ambientales (23,24). En el laboratorio, F. tularensis requiere entre 24-72 horas de
crecimiento en un medio enriquecido con hierro biodisponible, cisteina, y hasta otros
doce nutrientes mas antes de que las colonias se puedan visualizar (24). Uno de los
medios de cultivo que han tenido mas 0 menos éxito en el aislamiento y recuperacion de
F. tularensis proveniente de muestras ambientales de agua ha sido el medio enriquecido
CHAB (cysteine heart agar with blood) (23), el cual también se usa para recuperar la
bacteria en muestras clinicas (25). Existen otros factores que podrian jugar un papel en

que se pueda o0 no cultivar esta bacteria directamente de muestras de sedimentos o agua.



Por ejemplo, la técnica de coleccion de las muestras o el medio de transporte usado
podrian tener un efecto en la efectividad del método de cultivo, asi como la temperatura
en que las muestras son guardadas o la matriz donde F. tularensis esta presente (24).
Otro dato a tener en cuenta es que, a pesar que la subespecie holarctica puede sobrevivir
en el agua durante meses en experimentos de laboratorio, cuando esta es liberada en
aguas abiertas, a los pocos dias, la bacteria entra en un estado VBNC (viable but
nonculturable state) (22), una estrategia de supervivencia adoptada para muchas
bacterias en respuesta a condiciones ambientales adversas (26). Interesantemente, esta
inhabilidad de crecer en placa ha sido descrita como una caracteristica propia de las
bacterias simbiontes. Este tipo de bacterias tienen una capacidad metabolica baja (27),
debido a la desregulacién de algunas rutas metabodlicas, como las de sintesis de
proteinas, las cuales pueden ser obtenidas directamente de la célula hospedadora, sin
necesidad de sintetizar las suyas. De esta forma, estas acabarian perdiendo la habilidad
de replicarse fuera de una célula hospedadora, adoptando este tipo de estado para poder

sobrevivir cuando estan en el ambiente sin una célula donde replicarse (22,27).

Se ha observado que durante los periodos interepidémicos (cuando no hay casos de
tularemia humana reportados), también es posible detectar a F. t. holarctica en el agua y
otras matrices ambientales mediante PCR (7,22). Los estudios experimentales con
modelos animales asi como los datos clinicos obtenidos de casos naturales de tularemia
en personas durante periodos epidémicos han sugerido que no existe un portador sano ni
que la infeccion persista en el tiempo, ya que una vez superada esta, los mamiferos
eliminan la bacteria, desarrollando una proteccién celular fuerte del sistema inmune
(28). Por lo tanto, parece ser que ni la eliminacion de la bacteria en el agua, ni la
contaminacion de esta debido a las carcasas de animales infectados, pueden explicar la
persistencia de esta subespecie en estos periodos interepidémicos (22). Ademas, en
muestreos realizados en roedores y aguas durante afios en los que no hubo casos, s6lo
las muestras de agua resultaron positivas para F. t. holarctica mientras que todos los
roedores muestreados en los mismos puntos dieron negativos, concluyendo que la
bacteria podia sobrevivir en el agua también con la ausencia de roedores infectados, e
indicando que la vigilancia de F. t. holarctica en el ambiente usando roedores como
centinelas no era fiable a lo largo de los afios y entre brotes (22). Por consiguiente, otras
hipdtesis deben plantearse para esclarecer la supervivencia y persistencia de esta

bacteria en el ambiente durante estos periodos. Se ha visto que, por ejemplo, cuando

10



Francisella tularensis es cultivada simultdneamente con ciertos tipos de protozoos de
vida libre, como las amebas, esta incrementa su supervivencia, indicando que estos
protozoos ubicuos podrian constituir un reservorio ambiental importante para la bacteria
(11,12,29). Otro mecanismo que podria ser clave en su persistencia es la habilidad que
tiene este patdgeno de sobrevivir formando biofilms (30). Estas hipotesis, junto con

otras, seran discutidas en las siguientes secciones.
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5. El papel de los protozoos como reservorios acuaticos

5.1 Infecciones de Francisella en amebas de vida libre

A pesar de que el principal reservorio natural de F. tularensis sea desconocido, se ha
especulado que cierto tipo de amebas de vida libre podrian actuar como posibles
portadoras y en algunos casos también como reservorios ambientales de este patégeno

en ambientes acuaticos (11,12,29).

El término “amebas de vida libre” (free-living amoebae) no representa a una categoria
taxondmica, sino a un grupo heterogéneo de organismos filogenéticamente separados
que viven en los mismos biotopos y que han sido seleccionados por su semblanza
morfoldgica y de comportamiento (11). Este tipo de amebas viven de forma ubicua en
ambientes tanto acuaticos como terrestres y en algunas de estas especies se ha podido
demostrar su patogenicidad en animales y humanos. Acanthamoeba, Naegleria o
Balamuthia son algunos de los géneros conocidos como potenciales patdgenos
humanos. Aunqgue la infeccién per se de estas especies concretas de amebas puede
causar enfermedades graves, la incidencia de estas infecciones en humanos es muy baja

y por tanto, su presencia en el ambiente no es controlada (11).

Las interacciones entre bacterias y protozoos normalmente exhiben la secuencia de una
tipica interaccion depredador-presa: contacto, captura de la presa, ingestion (fagocitosis)
y digestion en una vacuola de alimento. Sin embargo, existen varias especies
bacterianas que han sido capaces de superar esta amenaza a través de la adopcion un
amplio rango de mecanismos de resistencia, que pueden actuar o bien antes de la
ingestion (previniéndolas de su captura) o una vez dentro de la vacuola de alimento
(dificultando su degradacion), como es el caso de varios patdgenos intracelulares (31—
33). Se ha argumentado que estas estrategias de defensa habrian sido fruto de la misma
presion de depredacion, una potente fuerza selectiva que habria seleccionado y
promovido este tipo de adaptaciones asi como otros rasgos relevantes para la
supervivencia y evolucion bacteriana (31). Ademas, varios estudios han demostrado
que, ambientes ricos en nutrientes y con una fuerte depredacion por parte de distintos
protozoos favorecerian la ocurrencia de este tipo de bacterias. Esta particular habilidad,
por tanto, supondria una ventaja selectiva para la adaptacion y supervivencia en este
tipo de sistemas, que actuaran en conjunto como reservorios y fuentes para bacterias

resistentes a la depredacion con caracteristicas patogénicas (32,33).
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Algunos ejemplos de bacterias resistentes a la depredacion incluirian Legionella
pneumophila o Mycobacterium avium. Se tratan de bacterias intracelulares, que han
establecido una relacion simbidtica con cierto tipo de protozoos (11,34). Este tipo de
relacién habria emergido y evolucionado de una previa interaccion presa-depredador
(31), permitiendo una multiplicacion del patégeno intracelular y mejorando su
supervivencia y persistencia en el ambiente, por lo que se ha considerado a los

protozoos como reservorios importantes para estas bacterias (11,34).

Dada la ubicuidad que pueden tener amebas de vida libre como las especies de
Achantamoeba en sistemas acuaticos naturales (34), las interacciones simbidticas que
pueden establecer con distintos patdgenos intracelulares (11,34) y la asociacion de la
subespecie holarctica con el agua (2,5), diversos investigadores se han planteado
evaluar de si estos protozoos podrian tener un papel relevante en la persistencia y
mantenimiento ambiental de F. t. holarctica, asi como otras subespecies, actuando
como potenciales reservorios acuaticos para esta bacteria (11,12,29). Uno de los
primeros trabajos que testd y respaldo6 esta hipdtesis fue el de Abd et al. (29), donde se
hizo un cultivo in vitro simultaneo entre Achantamoeba castellanii y F. tularensis LVS*
(Live Strain Vaccine), una cepa vacunal viva atenuada, conjugada con una proteina
fluorescente verde o GFP (Green Fluorescent Protein), para el estudio y monitorizacién
de la bacteria y su interaccion con esta especie de ameba. Algunos de los resultados mas
relevantes mostraron que: (i) muchas células de F. tularensis LVS se localizaban
intracelularmente, (ii) que estas se multiplicaban dentro de vacuolas no-acidificantes y
(iii) que podian presentarse en diferentes estadios del ciclo de vida de la ameba (en los
trofozoitos y en quistes). Ademas, se observo que (iv) F. tularensis LVS crecia de
forma mas rapida en cultivos con A. castellanii que cuando era cultivada sola en el
mismo medio y que (V) este incremento iba acompafado de un declive substancial en el
namero de células de A. castellanii (29). Por tanto, con este estudio se demostro que F.
tularensis LVS es capaz de sobrevivir y crecer dentro A. castellanii cuando esta es
fagocitada y que, probablemente se trate de un posible reservorio ambiental para este

1 . . .

Francisella tularensis LVS es una cepa vacunal viva atenuada que se usa como vacuna humana, es altamente
patégena para algunos animales y causa una infeccion letal en ratones indistinguible de la enfermedad humana. Es del
tipo B. (21).
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patdgeno. Posteriormente, EI-Etr et al. (12) plantearon otro estudio en el que se utilizd
el mismo modelo de co-infeccidn, pero en este caso se compar6 distintas subespecies y
cepas virulentas de Francisella tularensis, ademas de la LVS. En este experimento se
cultivaron los protozoos en un buffer con una elevada concentracion de sal, que permitia
la viabilidad y crecimiento normal de la ameba, pero no de la bacteria cuando esta
estaba extracelularmente, asegurando asi la cuantificacion de la supervivencia
intracelular a largo plazo y el recuento bacteriano de una forma mas precisa, sin factores
de confusion (12). Los resultados que se obtuvieron fueron similares a los descritos por
Abd et al. (29), demostrando esta vez que cepas virulentas también podian asociarse,
entrar, sobrevivir y replicarse intracelularmente en A. castellanii pero con diferencias
significativas en cuanto su eficiencia segun la cepa, siendo muy inferior para la LVS.
Ademas, se observé que a las pocas horas de infeccidn, estas cepas virulentas inducian
de forma muy répida el proceso de enquistamiento de las amebas, convirtiéndolo en uno
de los factores clave para su supervivencia ambiental a largo plazo dentro de estos

protozoos, como se vera a continuacion (12).

5.2 Supervivencia de Francisella en quistes ameboideos

A. castellanii asi como otras amebas de vida libre se enquistan normalmente en
respuesta a la desecacion, falta de nutrientes u otras condiciones ambientales adversas,
como la presencia de un alto ratio bacteria/ameba (12). Sin embargo, El-Etr et al. (12)
observaron que, incluso revirtiendo algunas condiciones estresantes no debidas a la
propia bacteria, cuando los trofozoitos de A. castellanii eran cultivados simultaneamente
con F. tularensis, estos se enquistaban igualmente y de manera muy rapida, induciendo
el fenotipo que se conoce como REP (Rapid Encystment Phenotype). Esto sugirié que
este proceso de enquistamiento era especifico de la bacteria, independiente de la
cantidad presente de esta o por bajos niveles de nutrientes. Ademas, vieron que la
induccion de este fenotipo concreto no requeria del contacto directo bacteria-célula
ameboidea, sino que probablemente era debido a la liberacion de diversas proteinas
solubles en el medio producidas tanto por F. tularensis como A. castellanii como

respuesta a un proceso denominado como cross talk entre ambas especies (12).
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5.3 Efectos del crecimiento intracelular en amebas sobre la virulencia en

mamiferos

Para determinados patdgenos que crecen intracelularmente en protozoos, se ha descrito
que, ademéas de aportarles refugio y proteccion, esta interaccion incrementaria su
virulencia, es decir, la habilidad de estas bacterias para invadir los macrofagos de
mamiferos hospedadores, como en el caso de Legionella pneumophila y A. castellanii
(35). Siendo Francisella una bacteria que sigue este mismo patron intracelular con
amebas, este fendmeno también podria darse, aunque a dia de hoy no hay evidencias

publicadas que apoyen esta hipotesis.
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6. Otras formas de persistencia en el ambiente: formacion de biofilms

Como ya se ha descrito en secciones anteriores, los mecanismos usados por Francisella
spp. para sobrevivir en el ambiente ain no estan demasiado claros dado su naturaleza
fastidiosa para poder crecer en el laboratorio (23,24,30). Sin embargo, el reciente
descubrimiento sobre la capacidad que tienen algunas especies y subespecies del género
Francisella para producir biofilms ha sugerido que esta caracteristica podria constituir
otro mecanismo clave para su supervivencia y persistencia en ambientes acuaticos. La
formacion de biofilms permite que las bacterias resistan a diversas condiciones
ambientales adversas, como la fuerza de friccion del agua en un sistema acuatico, los
radicales oxidativos, o la resistencia a antibidticos. Estas formaciones también puede

ayudar a incrementar la captura de nutrientes, entre otros (30,36-38).

6.1 Interaccion biofilms de Francisella — protozoos acuaticos

A raiz de lo que ya se conoce sobre el papel que tienen algunos protozoos como
reservorios ambientales para F. tularensis (11,12,29), se han planteado nuevas hipotesis
que relacionarian ambas estrategias de supervivencia (biofilms y mantenimiento
intracelular dentro de protozoos). Una de estas podria ser el hecho de considerar los
biofilms como un producto de una mezcla polimicrobiana compleja que incluiria no
solo especies de Francisella sino también otros organismos dentro de la misma
estructura, como amebas o protozoos ciliados (30). Esto, de hecho, se observo en el
trabajo de Durham-Colleran et al. (37), donde la especie F. philomiragia era capaz de
crecer, sobrevivir y producir un biofilm mixto en presencia de A. castellanii, la cual
parecia residir y alimentarse en la periferia del biofilm. Ademas, en este mismo trabajo
se sugirid que los biofilms de F. philomiragia podian actuar como una especie de
“cebos”, atrayendo amebas ambientales y otros protistas, los cuales después serian

hospedadores para posteriores infecciones por F. tularensis (37).

6.2 Interaccion biofilms de Francisella — larvas de mosquito

Las comunidades bacterianas de Francisella también pueden asociarse con otros
organismos acuaticos como son los mosquitos (9,38,39). Estos invertebrados, al igual
que algunas especies de protozoos, son ubicuos en muchas areas y sus larvas pueden
crecer y aclimatarse de forma rapida a condiciones muy cambiantes y efimeras del

medio, como la disponibilidad de recursos. Ademas, se ha observado que pueden
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alimentarse facilmente de una gran variedad de materiales, incluyendo bacterias,
microorganismos eucariotas y detritus (40). En el trabajo experimental de Mahajan et al.
(38) investigaron de forma detallada este tipo de interaccion, concretamente entre la
cepa vacunal LVS vy las larvas del mosquito Culex quinquefasciatus, simulando lo que
podria pasar en un ambiente natural acudtico. La particularidad de este estudio, a
diferencia de otros (9,39), es que las larvas de mosquito fueron expuestas no solo a la

forma planctdnica de esta bacteria, sino también cuando estaba en forma de biofilms.

Los resultados que obtuvieron demostraron que F. tularensis LVS podia formar y

persistir en biofilms en aguas naturales y que las larvas de C. quinquefasciatus se

alimentaban facilmente de las Planktonic Biofilm

) Control E tularensis E tularensis
dos formas descritas
anteriormente (Figura 3) (38).

Por tanto, se sugiri6 que la

habilidad de formar biofilms era
un importante mecanismo de

persistencia natural, no solo para

la supervivencia de la bacteria

per se sino también para Figura 3: Las larvas de Culex quinquefasciatus se alimentan
permitir las interacciones con tanto de F. tularensis LVS plancténica como en biofilms,
resultando en fluorescencia en el intestino hasta 72 h post-

otros organismos, como los o N
ingestion. (A-C): 24 h post-ingestion: (A) control; (B) F.

protozoos y larvas de mosquito, tularensis LVS planctonica; (C) biofilm de F. tularensis LVS;
sirviendo como células (D-F): 72 h post-ingestion (D) control; (E); F. tularensis LVS

planctonica; (F) biofilm de F. tularensis LVS. (Fuente (38)).
hospedadoras (38).

Otro papel atribuido a estos invertebrados, aparte de la persistencia ambiental, es la de

vectores de transmision y diseminacion de F. tularensis, revisado a continuacion.
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7. El papel de los mosquitos como vectores de transmision

A pesar del extenso conocimiento que tenemos sobre algunas especies de mosquitos
como vectores de transmision de distintas enfermedades viricas o parasitarias de gran
relevancia clinica, como son la malaria o el Dengue (41), su habilidad para transmitir
bacterias patogénicas no esta del todo clara o faltan evidencias directas (10,42). Sin
embargo, en el caso de la tularemia, diversos estudios epidemioldgicos realizados
principalmente en regiones endémicas de paises escandinavos como Suecia o Finlandia,
sefialan a los mosquitos como la principal via de transmision de la enfermedad a
humanos (43-45). Estos se han basado principalmente en la recopilacion y el analisis
sistematico de datos clinicos y epidemioldgicos descriptivos de los casos confirmados
de tularemia (43-45), incluyendo y relaciondndolos con datos de la distribucion
geografica de estos pacientes (44,45), la abundancia de los mosquitos (45) y variables
ambientales como posibles factores de riesgo (44,45). En general, y a raiz de los
resultados obtenidos, en todos ellos se ha sugerido (i) una marcada estacionalidad de los
brotes, concentrados a finales de verano o principios de otofio, (ii) una coincidencia de
estos meses con una mayor abundancia de mosquitos y (iii) una concentracion de los
brotes en zonas cercanas al agua (43-45). Ademas, todos estos estudios concordarian
con estudios experimentales realizados en las mismas zonas, en los que se pudo detectar
el ADN de F. t. holarctica en varias especies de mosquito autdctonas recolectadas,
indicando la ocurrencia y circulacion de esta bacteria en las poblaciones de mosquito

locales de estos paises (9,39).

Por lo que respeta a otros paises europeos, incluyendo a Esparfia, no se ha descrito tanto
esta via de transmisién. En estos paises, también se habrian hecho varias
investigaciones moleculares para poder determinar la relevancia de los mosquitos
autoctonos como vectores para F. tularensis (46,47), los resultados de los cuales seran

tratados y comparados en la discusion.
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7.1 Tipos de transmision descritas en los mosquitos

7.1.2 Transmision mecénica de vector a hospedador

En artrépodos vectores existe un tipo de transmision denominada transmision mecanica
que consiste en la transferencia de un patdégeno de forma indirecta desde un sustrato
contaminado por los productos de excrecion/secrecion de hospedadores infectados o
bien directamente de un hospedador infectado a otros hospedadores susceptibles
mediante la alimentacion interrumpida del vector entre estos. En este tipo de
transmision, ademas, no es necesaria una asociacion bioldgica entre el patogeno vy el

vector y no hay replicacion del microorganismo dentro de este ultimo (2,5,48).

Este modo de transmision se ha descrito principalmente para los mosquitos vectores de
la subespecie holarctica en ambientes acuéticos (2,5), el cual les permite actuar como
amplificadores de los brotes de tularemia, diseminando la infeccion entre hospedadores
(2). Asimismo, hay que tener en cuenta que en mosquitos y otros artropodos
hematofagos, sélo las hembras adultas se alimentan de sangre de vertebrados para la
puesta de huevos, y por tanto, son las Unicas que pueden actuar como vectores de

transmision mecanica para este patdégeno y otros (41).

7.1.3 Transmisiéon mecéanica de vector a vector

Es conocido que en la naturaleza diversos jugos de plantas, especialmente el néctar de
flores, constituyen la principal fuente de comida para los mosquitos machos, pero
también para las hembras (49). De hecho, se ha visto que, entre ingestas de sangre, las
hembras se alimentan de forma ocasional de este néctar, el cual les permite vivir mas

tiempo para poder poner huevos, o picar repetidamente (50).

Este tipo de alimentacion interrumpida ha planteado la posibilidad de que mosquitos
hembra infectadas por F. tularensis (debido a una alimentacion previa de un hospedador
infectado) depositen la bacteria en el néctar de la flor y consecuentemente, cualquier
otro mosquito hembra que se alimente de esta nueva fuente contaminada, pueda ingerir
el microorganismo y convertirse asi en otro potencial vector para la transmision
mecanica a hospedadores susceptibles. Esta nueva hipdtesis ha sido planteada y
demostrada en un estudio muy reciente de Kenney et al. (51), donde mediante modelos
experimentales usando el mosquito Aedes aegypti, la cepa vacunal LVS, un néctar de la

flor Cucurbita pepo y una solucion con sacarosa al 30% como sustito del néctar, se
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analizé la habilidad de esta bacteria para sobrevivir en este jugo asi como la capacidad
de los mosquitos de ingerir y transferir F. tularensis desde el néctar de una flor a otro.
Algunos de los resultados mas relevantes fueron los siguientes: (i) F. tularensis LVS era
capaz de sobrevivir de forma viable, tanto en alta como en bajas concentraciones, en el
néctar y en la sacarosa del 30% durante 7 dias, que es la longevidad de una planta tipica,
(ii) los mosquitos que se alimentaron del sustituto del néctar eran colonizados por F.
tularensis LVS (<10°CFU) y que (iii) los mosquitos colonizados eran capaces de

transferir la bacteria al sustituto del néctar estéril después de alimentarse (51).

7.1.4 Transmision bioldgica transestadial

A pesar de que tradicionalmente los mosquitos hayan sido considerados bésicamente
como transmisores mecanicos de F. t. holarctica en ambientes acuéticos (2,5), recientes
experimentos han planteado y demostrado una nueva forma de transmision por parte de
estos artropodos conocida como transmision transestadial (9,10,39). Esta consiste en un
tipo de transmision vertical que ocurre cuando un patégeno se mantiene replicandose en
un vector desde los estadios iniciales del ciclo (fase larvaria) hasta los siguientes (pupa
y adulto) (2).

Uno de los trabajos experimentales en los que se demostrd esta forma de transmision
fue el de Lundstrém et al. (39), donde se observé que cuando se hacian crecer en el
laboratorio larvas de diferentes especies de mosquito provenientes de zonas endémicas,
una alta frecuencia de los mosquitos adultos resultantes testaban positivo para el ADN
de F. t. holarctica. Analizando estos resultados, los autores sugirieron que
probablemente estos artropodos entraban en contacto con el agente causal de la
enfermedad en el ambiente acuético donde habitaban sus larvas. Estas adquirian la
bacteria, probablemente mediante la ingestion de protozoos acuéaticos con la bacteria
intracelular, y la mantendrian internamente, o al menos su ADN, hasta alcanzar el
estadio adulto. De esta forma se obtendrian mosquitos infectados que podrian actuar
como vectores mas o menos competentes para la posterior transmision de este patégeno
a hospedadores susceptibles, entre ellos, los humanos (39). Siguiendo la misma linea de
estudio del primer trabajo, Thelaus et al. (9) volvieron a investigar este tipo de
transmision y mantenimiento transestadial de F. t. holarctica, pero esta vez en un
modelo laboratorial de mosquito, Ae. aegypti, con resultados similares. En este mismo

trabajo, ademas, se testd de forma experimental una de las hipotesis sugeridas en la
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discusion del primer trabajo revisado (39) que quedo sin demostrar: la posibilidad de
transmision de F. t. holarctica a hospedadores vertebrados por mosquitos adultos que
habian adquirido el patégeno durante su forma larvaria en sus habitats acuaticos. Para
ello, utilizaron los mosquitos adultos de A. aegypti que habian crecido previamente en
presencia de la bacteria y que testaron positivo para el ADN de esta y los alimentaron de
forma artificial con sangre de distintas especies de mamiferos asi como de forma natural
utilizando ratones no infectados. Con todo esto, se pudo confirmar la transmisibilidad
de la bacteria o el ADN en viales artificiales de sangre pero en ningun caso fue posible
la transferencia del patdgeno a ratones susceptibles. Tampoco hubo éxito al intentar
cultivar la bacteria directamente del mosquito (9). En la discusion, los autores
argumentaron que no se habia podido detectar infeccién, entre otras cosas, porque
probablemente en la naturaleza la frecuencia de transmision de la tularemia se diera en
frecuencias mucho mas bajas de las que se habian podido detectar y que, ademas, se
tenian que tener en cuenta otros factores como la alta especificidad entre las especies de
mosquito y del microorganismo (competencia vectorial) (9). Finalmente Backman et al.
(10) pudieron observar el desarrollo de la tularemia en ratones infectados de forma
intraperitoneal y por tanto, demostrar el mantenimiento de la viabilidad y virulencia de
F. t. holarctica después de una transmision transestadial en mosquitos durante su estado

larvario (10).

Contrariamente, en los experimentos de laboratorio realizados por Triebenbach et al.
(42), en los que infectaron larvas de Ae. aegypti y Anopheles gambiae con otra
subespecie de Francisella (en concreto, F. t. novicida), se concluy6 que la bacteria no
se transmitia de forma transestadial a mosquitos adultos, que estos eran incapaces de
adquirir la bacteria durante la ingesta de sangre y que las hembras de estos mosquito
expuestas tampoco eran capaces de transmitirla a ratones (42). Estas diferencias
observadas en los diferentes estudios revisados podrian ser indicativas de las diferencias
que existen entre las distintas especies y subespecies del género Francisella e incluso
entre poblaciones segun la ecologia, incluso los vectores y reservorios y que podrian

explicar las especificidades geograficas, lo cual se vera mas detallado en la discusion.

21



8. Discusion

A pesar de que el agente causal de la tularemia, Francisella tularensis, fue identificado
por primera vez hace casi 100 afios (52) no ha habido una investigacion demasiado
activa sobre este patégeno hasta los ultimos afios (16). Este creciente interés ha sido
debido, en gran parte, por el descubrimiento de su potencial como agente de
bioterrorismo, dada su alta infectividad y transmision mediante aerosoles, y la situacion
de emergencia en nuevas areas donde antes no se habia descrito, como en el caso del
continente europeo (1,16). Estos afios de inactividad podrian explicar, en parte, porque
siguen habiendo muchas lagunas en el conocimiento de este microorganismo,
principalmente en cuanto a reservorios y mecanismos de mantenimiento en los
ecosistemas (1,7). Otra razon podria ser debida a su epidemiologia y ecologia, muy

compleja y con una gran variabilidad segun la zona geogréfica estudiada (1).

F. tularensis subespecie holarctica se trata de una bacteria ambiental, capaz de residir
en zonas endémicas durante largos periodos de tiempo. Su presencia ha sido detectada
en muestras de agua y sedimentos mediante técnicas moleculares, dada la dificultad
para poderla aislar directamente en un cultivo a partir de este tipo de muestras
ambientales (7,22,23). Se ha visto que existen varias razones o factores que explicarian
este fendbmeno; una de las que se podrian considerar de méas peso estaria relacionada con
la biologia de esta bacteria. F. t. holarctica se trata de un microorganismo intracelular
simbionte, que requiere de unas condiciones muy especificas para poder crecer y que en
ausencia de una célula apropiada donde hospedarse en el medio acuético, entra en un
estado viable pero no cultivable como estrategia para poder sobrevivir (22,26,27). Se
han hecho bastantes pruebas para resucitar las células de F. tularensis cuando se
encuentran en este estado mediante cambios de temperatura, incubacién en distintos
medios 0 pasajes en ratones, pero ninguno de ellos ha sido exitoso. Ademas, se ha
observado que estas células acaban perdiendo la virulencia. A pesar de esto, no se puede
descartar que pueda ocurrir una resucitacion de este estado y recuperacion de la
virulencia si se aportan las condiciones apropiadas para su culturabilidad (53), por lo
que seria interesante continuar con esta linea de investigacion, testando nuevas formas

de resucitacion, como podria ser haciendo un pasaje en amebas, por ejemplo.

Francisella tularensis holarctica ha sido detectada en el agua tanto en periodos

epidémicos como interepidémicos (7,22,23). La ocurrencia de esta bacteria en agua
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durante los afios en los que no ha habido casos de tularemia y en ausencia de
vertebrados ha sugerido que esta bacteria puede persistir y sobrevivir en el ambiente
independientemente de la presencia de sus reservorios terrestres (22). Una hipotesis
plausible que podria explicar cOmo persiste es que ésta resida y se mantenga en un
reservorio acuatico, dado la intracelularidad de la bacteria. Aunque no se conoce el
reservorio ambiental natural, diversos estudios han demostrado en experimentos in vitro
la capacidad de invasion, entrada y replicacion en amebas de vida libre, principalmente
en Achantamoeba castellanii (12,29) pero también en otro tipo de protozoos, como el
ciliado Tetrahymena pyriformis (33). Ademas, el hecho de que puedan inducir de forma
especifica el enquistamiento de estos y sobrevivir de forma viable en los quistes habria
permitido a estas bacterias obtener una proteccion involuntaria frente a condiciones
ambientales adversas, sobreviviendo y persistiendo durante mas tiempo en el ambiente
y aumentando las posibilidades de una transmision oral a animales/humanos u otros

vectores para completar su ciclo y diseminar la infeccion (12,29).

Con todo eso, se estaria sugiriendo no solo el potencial de estos protozoos como
reservorios ambientales importantes para F. tularensis holarctica, sino también como
posibles vectores en el caso de las formas quisticas, que permitirian una mayor
propagacion y diseminacion en la naturaleza, un fenémeno conocido como caballo de
Troya (12,29,34). Sin embargo, aun quedan muchos aspectos por dilucidar en cuanto a
la interaccion protozoo-bacteria, como los mecanismos moleculares especificos de
adquisicion, entrada o evasion de la degradacién por parte de la bacteria. También seria
interesante hacer énfasis en los mecanismos de virulencia y demostrar si el crecimiento
intracelular en amebas podria incrementar la virulencia de Francisella tularensis en
mamiferos. Hasta la fecha, tampoco se ha reportado la identificacion de F. tularensis
holarctica dentro de amebas de vida libre en aislados provenientes del agua, por lo que
seria interesante poder llegar a muestrear estos organismos, junto con otro tipo de
protozoos de zonas endemicas para poder ver si seria posible detectar y aislar esta
especie en estas celulas hospedadoras. Esto podria servir, por un lado, para poder
extrapolar los resultados de los experimentos in vitro a la realidad, asi como para poder
verificar y confirmar la posibilidad de que este tipo de interacciones se estén dando en
el ambiente en zonas endémicas y seguir estudiando mas a fondo el tipo de

interacciones que se establecen.
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Otra de las posibilidades que podrian explicar la persistencia ambiental de Francisella
tularensis es la capacidad de formar biofilms, demostrada en diferentes subespecies,
incluyendo la holarctica (30,36-38). Al tratarse de un descubrimiento reciente, ain
quedarian muchos puntos a estudiar, sobre todo con respecto a la fisiologia microbiana
y la virulencia de estas estructuras (30). Areas de investigacion futuras podrian incluir el
papel del biofilm en la infeccién de hospedadores mamiferos y la potencial regulacion
de esta. También seria conveniente estudiar mas a fondo los mecanismos moleculares
para la formacion de estas estructuras, las interacciones que establecen con otros
organismos en los sistemas acuaticos o el papel de la formacion de biofilms de las
diferentes especies y subespecies de Francisella en la virulencia y persistencia

ambiental.

Por lo que respeta a la transmision de F. tularensis holarctica, se ha visto que los
mosquitos pueden tener un papel relevante como vectores para este patdgeno, sobre

todo en los paises escandinavos (43-45).

En cuanto a la forma de adquisicion y posterior transmision de esta bacteria por los
mosquitos, se han contemplado al menos tres posibilidades; (i) a través de la ingestion
de la sangre de animales infectados (2,5) (ii) de jugos de plantas (néctar) previamente
contaminados (51), (iii) o de la depredacion por parte de las larvas de mosquito de
protozoos acuaticos con la bacteria intracelular, en biofilms de Francisella (38) o
sencillamente de la forma planctonica de la bacteria (9,10,39). Estas dos ultimas
propuestas habrian surgido como resultado de diversos estudios experimentales
(9,10,38,39,51) e implicarian cambios en la vision tradicional sobre el modo de

transmision desempefiado por estos vectores artrépodos.

Por ejemplo, en el caso del néctar contaminado, aunque se sigue hablando de una
transmision mecénica, la transmision se daria de vector a vector, entre hembras
infectadas y no infectadas, y el néctar actuaria como fuente temporal de F. tularensis.
Por consiguiente, este modo permitiria incrementar la habilidad de los mosquitos para
diseminar ain mas la bacteria en la naturaleza (51). Hay que tener en cuenta que esta
nueva posibilidad estd basada principalmente en un solo articulo experimental muy
reciente, donde habrian usado solo una especie concreta de mosquito, una especie de
flor y una sola especie de bacteria. Para poder verificar y confirmar la existencia de esta

ruta en zonas endémicas y poder extrapolarlo en la naturaleza, estudios futuros deberian
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centrarse en (i) la utilizacion tanto de néctar de flores estivales como de especies de
mosquito nativas de la zona endémica que se quiera estudiar, (ii) investigar si este
néctar puede soportar la viabilidad de F. tularensis y (iii) si estos mosquitos pueden
contaminarse y transferir la bacteria. También seria interesante poder muestrear fuentes
de néctar de areas con brotes frecuentes de tularemia para la presencia de esta bacteria
(51).

Respecto a la depredacion por parte de las larvas de los reservorios acuéticos, se estaria
hablando de una transmision bioldgica, donde los mosquitos estarian actuando como
vectores bioldgicos (o reservorios), manteniendo la bacteria de forma interna durante
mas tiempo y permitiendo su replicacion dentro de estos. Tradicionalmente, este papel
habia sido atribuido exclusivamente a otros vectores artropodos; las garrapatas (54).
Queda pendiente investigar si F. tularensis solo puede diseminarse externamente en la
probocis del mosquito o internamente en las glandulas salivales, para poder confirmar si
actia como verdadero vector biologico o no (51). Finalmente, cabe mencionar que al
igual que los protozoos son parte de la dieta de las larvas de mosquito, estos también
podrian servir de alimento para otros organismos superiores dentro de la red tréfica
como los cangrejos o peces (38). Por este motivo seria interesante estudiar estas
interacciones mediante infecciones experimentales y determinar otros reservorios que

pueden participar en el ciclo acuético.

Para terminar, en cuanto a la relevancia de la transmision por mosquito en Europa, se ha
visto que existen claras diferencias segun el pais estudiado (1-3). Si bien se ha descrito
el papel del mosquito como el principal vector de tularemia en los paises nordicos, en

algunos paises mediterraneos esto no esta todavia bien demostrado.

Es bien conocido de estudios de otras enfermedades transmitidas por vectores que la
transmision exitosa de agentes infecciosos depende de diversos factores, que girarian en
torno a la compleja interaccion entre el vector, el ambiente local donde se encuentre, el
agente y los hospedadores susceptibles (10). En este caso, se ha especulado que uno de
los factores mas importantes que podrian propiciar estas diferencias en cuanto a la
relevancia de la transmision por mosquito es la competencia vectorial de los mosquitos
autoctonos presentes en una zona por F. tularensis holarctica, que puede variar

considerablemente segun la especie de mosquito.

25



Por ejemplo, en un andlisis de especies autoctonas recolectadas de un area de Suecia
donde la tularemia es endémica, se detectd la presencia de F. t. holarctica en 11
especies de mosquito diferentes, pertenecientes a 4 géneros distintos: Aedes, Anopheles,
Coquillettidia y Culex y con una prevalencia de infeccién de alrededor del 8,5% vy el

29% entre los pooles de estas especies (9).

En este pais, el género Aedes representa mas del 90% de los ejemplares recolectados y
en concreto a Ae. stiticus, con un 43% de abundancia, seguido de Ae. communis y
cinereus, con un 16 y 13,2% respectivamente (55). Interesantemente, estas especies
junto con otras del mismo género, como Ae. vexans o punctor, han dado positivo para el
ADN de F. t. holarctica (19) y ademéas son conocidas por tener un gran efecto
depredador sobre poblaciones de protozoos (56) y por sus habitos de alimentacion, con
una marcada preferencia por la sangre de mamiferos incluido la de los humanos (39).
Esta apreciacion reforzaria la hipotesis mencionada al principio sobre un posible enlace
entre el reservorio acuatico-hospedadores terrestres mediante los mosquitos y sugeriria
la importancia de estas especies concretas de mosquito como potenciales vectores para
F. tularensis holarctica.

En otras regiones endémicas del norte como Alaska, con unas caracteristicas ecoldgicas
similares a las de los paises escandinavos, esta bacteria fue también detectada
circulando en las poblaciones de mosquitos autoctonos de la zona, destacando varias
especies del género Aedes, como Ae. communis o del género Culiseta, como C.
alaskaensis, con un 30% de positividad para el ADN de F. tularensis entre los pooles de
estas especies (42), un valor de prevalencia de infeccion similar al de Suecia (9). Estas
especies se encontrarian también clasificadas dentro de las méas frecuentes del pais,
junto con otras como Ae. punctor y diantaeus y coincidirian con algunas de las mas

prevalentes en Suecia (42).

Por lo que respeta a otras zonas endémicas de mas al sur como Turquia, a pesar de que
los brotes han sido asociados al agua, la mayoria de los casos notificados se han
relacionado con el consumo de agua contaminada y no por una transmision via
mosquitos. Esto se puede ver reflejado en el trabajo de Duzlu et al. (46), en el que se
analizaron unos 6203 ejemplares recolectados de varias especies, entre ellas, Aedes

vexans y Culex pipiens (las mas predominantes), con un resultado negativo.
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Otro estudio con resultados similares fue el de Carvalho et al. (47) realizado en
Portugal, en el que se investigo la presencia de F. tularensis en un total de 4949
mosquitos capturados del género Culex, Aedes, Anopheles, Culiseta y en la especie
Ae.aegypti. Dentro de estos generos, cabe destacar las especies Culex pipiens y theileri,
asi como Aedes caspius siendo las més frecuentes de la zona y coincidiendo con algunas

de las mas prevalentes en Turquia (47).

En el caso concreto de Espafia, en la zona endémica de Tierra de Campos, hasta la fecha
no se ha descrito esta transmision y se desconoce el alcance de la infeccion en
mosquitos, ya que solo se ha realizado un muestreo en un periodo interepidémico y
también con resultado negativo (57). En un muestreo previo hecho en julio de 2017, se
obtuvieron ejemplares de tres especies: Culex pipiens, Culiseta annulata y Culiseta
litorea (D Vidal, datos sin publicar), siendo estas especies ausentes 0 muy poco

frecuentes en Suecia (55).

A pesar de los resultados negativos en todos estos trabajos, no se puede descartar la
posibilidad de una transmision por mosquito de la tularemia y se necesitarian mas
estudios para poder confirmar o desmentir la relevancia de los mosquitos autéctonos

como importantes vectores para F. t. holarctica en estas zonas.

Resumiendo, si se comparan los resultados de los diversos estudios sobre la ocurrencia
de F. t. holarctica en distintas especies de mosquito locales, se podria decir que esta
bacteria no puede persistir en todas las especies de mosquito sino que parece ser que
podria estar m&s 0 menos adaptada a especies de mosquito predominantes de zonas méas
frias, destacando algunas como Ae. stiticus 0 communis, las cuales no se encuentran en
paises mas calidos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en la mayoria de estos
estudios, a pesar de haber detectado el genoma de F. t. holarctica en las diversas
especies de mosquito, ninguno de ellos ha estudiado la capacidad de estas especies
locales de transmitir la bacteria a hospedadores susceptibles, es decir, no se ha podido
comprobar ni verificar la competencia vectorial de estas mediante estudios
experimentales. De hecho, hasta la fecha solo se dispone de informacién relativa a otras
especies de mosquito, como Ae. aegypti, ampliamente usado como modelo de
transmision (9,10). Esta especie, originaria del Africa subsahariana, es tipica de zonas
calidas, sobre todo del hemisferio sur, y se ha ido extendiendo hacia otras regiones mas

al norte (58), también en Espafia (59). La relevancia de usar esta especie en vez de las
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autoctonas es controvertida, dado que Ae. aegypti no se encuentra presente en las
regiones donde F. t. holarctica estd presente (9,55). Por consiguiente, para poder
determinar la relevancia de distintas especies de mosquito para la transmision de
tularemia, observar si hay diferencias significativas en cuanto la adaptacion de
Francisella segun la especie de mosquito y confirmar esta ruta de transmisién, la
informacion obtenida con Ae. aegypti necesitaria ser complementada con estudios
experimentales relacionados con la competencia vectorial de especies autdctonas de

estas regiones del norte, asi como otras de zonas mediterraneas (9).
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9. Conclusiones

Uno de los reservorios ambientales acuéticos que han demostrado de forma
experimental que pueden soportar la persistencia de Francisella tularensis holarctica en
el ambiente es la ameba de vida libre Achantamoeba castellanii. No obstante, hasta la
fecha no se ha reportado la presencia de esta bacteria dentro de esta especie de protozoo

en aislados naturales provenientes de zonas endémicas.

La induccion especifica al enquistamiento de algunos protozoos infectados
experimentalmente, asi como la formacion de biofilms, se tratarian de dos factores clave

para la persistencia y mantenimiento ambiental de la bacteria a largo plazo.

Los mosquitos se han considerado como importantes vectores para F. t.
holarctica en regiones del norte, como son Suecia, Finlandia, o Alaska. Sin embargo, en
otras regiones mas calidas como Espafia, Turquia o Portugal ain se desconoce su

relevancia.

Aedes stiticus 0 Ae. communis se tratan de unas de las especies de mosquito que
podrian actuar como vectores mas importantes para la subespecie holarctica en paises
como Suecia o en el estado de Alaska. Ambas especies son poco abundantes en regiones

mediterraneas.

Uno posible factor que pudiera explicar las diferencias geograficas en cuanto al
modo de transmision por mosquitos, es la competencia vectorial de algunas especies
concretas de mosquito para F. t. holarctica, presente o ausente segun la ecologia de una
zona. Seria interesante plantear estudios que comparen simultaneamente, con las
mismas condiciones, combinaciones de varias especies de mosquitos con varias
especies de F. tularensis, y asi demostrar esa competencia vectorial y a la vez,

confirmar este tipo de via de transmision.

Experimentalmente, se ha podido comprobar que los mosquitos pueden adquirir
la bacteria en su estado larvario en los ambientes acuaticos donde habitan y mantenerla
internamente hasta su adultez. Sin embargo, su capacidad de transmision a
hospedadores susceptibles ha sido s6lo testada en especies tropicales como Ae.aegypti,
con baja o nula capacidad infectiva. Hasta la fecha no se han realizado estos estudios en

especies especificas de mosquitos de zonas endémicas que puedan demostrar mejor
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éxito en la transmision de la tularemia que las especies de mosquito tropicales, ausentes

en Suecia o Alaska.

Finalmente, es de vital importancia realizar estudios multidisciplinares entre
expertos de varias disciplinas como entomologia (conocimiento de mosquitos),
protistologia (conocimiento de protozoos), climatologia/ecologia (conocimiento de
cambios ambientales que puedan determinar la presencia/ausencia de mosquitos y/o
protozoos), epidemiologia, biologia evolutiva (para competencia vectorial), salud
publica (presencia de brotes y formas clinicas), veterinaria (conocimiento de infecciones
en animales) etc, para esclarecer esas lagunas, asi como mejorar la comunicacion entre
veterinarios, investigadores, médicos y las autoridades de salud publica, todo desde la
perspectiva de One Health.
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