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INVESTIGACIÓN Acceso libre 

Resumen 
Antecedentes: Se llevaron a cabo dos ensayos de laboratorio (estudios 1 y 2) con el fin de evaluar la eficacia de 
una combinación de imidacloprid y permetrina (Advantix® Spot-on, Bayer) para repeler y eliminar los flebótomos 
Phlebotomus (Larroussius) perniciosus cuando se aplica de forma tópica una vez al mes a perros. 
Métodos: En ambos estudios, se compararon perros tratados con una combinación que contenía 100 mg/ml de 
imidacloprid + 500 mg/ml de permetrina (Advantix® Spot-on, Bayer) y perros de control tratados con placebo. Los 
productos se administraron por vía tópica el día -28 (estudio 2) y el día 0 (estudios 1 y 2). Los perros fueron 
expuestos a 80 hembras de flebótomo que no se habían alimentado, antes del primer tratamiento, a efectos de 
asignación, y después del tratamiento, en los días del estudio (DE) 1, 7, 14, 21 y 28 (tras el primer o segundo 
tratamiento mensual para los estudios 1 y 2, respectivamente). Transcurridos 60 minutos, se evaluaron la 
mortalidad y el estado de ingurgitación de los flebótomos. 
Resultados: La evaluación como repelente (efecto antialimentación) en los días posteriores a la infestación 
mostró eficacias del orden del 88,1 % al 99,3 % durante el primer mes y del 92,2 % al 98,9 % durante el segundo. 
Los análisis comparativos de los recuentos de flebótomos alimentados correspondientes a cada grupo de 
tratamiento pusieron de manifiesto una reducción muy significativa (P < 0,0001) en todos los puntos temporales 
posteriores a la infestación en el caso de los perros tratados con Advantix®. También se pudo demostrar un 
significativo efecto insecticida (P < 0,0001 en todos los puntos temporales). Durante el estudio, no se observaron 
acontecimientos adversos relacionados con el tratamiento. 
Conclusiones: En los presentes estudios, Advantix® Spot-on demostró que era seguro y proporcionaba un 
excelente efecto repelente durante 4 semanas frente a los flebótomos (P. perniciosus) ≥88,1 % y ≥92,2 % tras un 
primer y segundo tratamiento mensual, respectivamente. También se observó un significativo efecto insecticida. 
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Antecedentes 
En Europa existe un número significativo de especies de 
flebótomos, con una distribución geográfica que depende de la 
temperatura, siendo más alta la probabilidad relativa de que 
esté presente Phlebotomus perniciosus en zonas donde la 
temperatura diurna en verano oscila entre 25 °C y 33 °C, 
mientras que la temperatura límite inferior se estima en 
16,5 °C [1]. En las últimas décadas, se han observado cambios 
en su distribución, habiéndose capturado la especie en países 
más septentrionales y a mayor altitud [2–10]. Phlebotomus 
(Larroussius) perniciosus (Diptera: Psychodidae) está 
presente actualmente en Bulgaria, Croacia, Francia, 
Macedonia, Malta, Portugal, España, el sur de Suiza y el oeste 
de Alemania, y recientemente se ha encontrado por primera 
vez en Andorra [8, 10]; su distribución geográfica ha 
aumentado en Italia [11, 12], y se prevé su expansión por 
España y Alemania debido a cambios climáticos que le son 
favorables [13, 14]. 
 En el sudoeste de Europa y el noroeste de África, las 
hembras hematófagas de P. perniciosus son los vectores 
flebótomo más extendidos de Leishmania infantum 
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), el protozoo parásito que 
causa la mayor parte de las leishmaniosis viscerales y cutáneas 
en los hospedadores reservorio humanos y caninos de la región 
[15–18]. Las hembras de flebótomos no parece que tengan una 
preferencia clara por un hospedador u otro, sino que se 
alimentan de forma oportunista en aquellos a los que tengan 
mayor facilidad de acceso. Por consiguiente, es probable que, 
en entornos urbanos y periurbanos, las personas y los perros 
domésticos sean los objetivos principales de los flebótomos 
[19]. En Europa se han notificado durante las últimas décadas 
otras infecciones transmitidas por flebótomos, a saber, 
flebovirus causantes de enfermedades en los seres humanos 
que van desde fiebres de corta duración y que remiten 
espontáneamente, hasta encefalitis y fiebre hemorrágica 
mortal [20, 21]. Y se teme una mayor propagación, dada la 
persistencia de los fenómenos subyacentes: desplazamientos 
de los vectores y los animales y cambios ambientales 
relacionados especialmente con el calentamiento global [10, 
22, 23]. 
 Se pueden prevenir las picaduras de flebótomos a perros 
mediante el uso de productos veterinarios tópicos eficaces que 
ejerzan un efecto repelente (p. ej., a base de permetrina) [24–
27]. La suma de un efecto insecticida a los productos 
repelentes utilizados en perros reduce el riesgo de infección 
por L. infantum en seres humanos [28–30]. El objetivo de los 
presentes estudios fue confirmar la eficacia repelente e 
insecticida frente a los flebótomos (P. perniciosus) de una 
combinación que contiene 100 mg/ml de imidacloprid + 
500 mg/ml de permetrina (Advantix® Spot-on, Bayer) en 
perros, tras un primer y un segundo tratamiento mensual. 
 
Métodos 
Se llevaron a cabo dos ensayos de laboratorio en la Escuela 
Nacional de Veterinaria de Toulouse (Francia). El agente 
utilizado en los estudios es un flebótomo común en la cuenca 
mediterránea y uno de los principales vectores de 

leishmaniosis canina. No hay disponible ninguna alternativa a 
una evaluación in vivo. 
 
Animales 
Se utilizaron 14 perros Beagle adultos sanos en cada estudio 
(estudio 1: 10 hembras, 2 machos y 2 machos castrados, con 
pesos que oscilaban entre 8,31 kg y 12,90 kg en el momento 
de la inclusión; estudio 2: 11 hembras, 1 hembra esterilizada y 
2 machos castrados, con pesos que oscilaban entre 8,63 kg y 
11,14 kg en el momento de la inclusión). No habían estado 
expuestos a ectoparasiticidas de acción corta durante los 3 
meses previos a la inclusión en estos estudios, y nunca habían 
sido tratados con ectoparasiticidas de acción prolongada. Los 
perros estuvieron alojados de acuerdo con la normativa de la 
Unión Europea sobre bienestar animal (aproximadamente 4m2 
por perro) en un entorno controlado con aproximadamente 12 
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Cada perro se identificó 
mediante el número de un microchip implantado 
subcutáneamente. Fueron alimentados con raciones adecuadas 
de comida seca para perros disponible en el mercado y agua a 
voluntad. Los perros se mantuvieron y manipularon teniendo 
debidamente en cuenta su bienestar, y se permitió que se 
adaptaran al entorno durante 2 semanas antes del primer 
tratamiento. Se observó diariamente su estado de salud general 
a lo largo de su estudio respectivo y permanecieron sanos 
durante todo el periodo de participación. 
 
Exposiciones al flebótomo 
La variedad de flebótomo utilizada en este estudio procedía de 
Lisboa (Portugal) y se había mantenido en condiciones de 
laboratorio durante 10 años sin exponerla a ningún insecticida. 
Las hembras del flebótomo se alimentaron con sangre de 
conejo y las larvas se mantuvieron en un medio específico que 
contenía heces de conejo. El ciclo desde el huevo al adulto dura 
de 5 a 7 semanas, en condiciones óptimas de temperatura (25–
30 °C) y humedad relativa (70 %–80 %). 
 La exposición al flebótomo se indujo con ejemplares 
adultos criados en laboratorio (solo hembras no alimentadas). 
Todos los animales se infestaron con hembras de P. 
perniciosus un total de seis veces. Las hembras de flebótomo 
se aspiraron desde su jaula de cría con una bomba de vacío 24 
horas antes de cada infestación y se colocaron en redes 
adecuadas (80 por red) con acceso a algodón empapado en 
agua azucarada. Se las sometió a ayuno; para ello, se eliminó 
el algodón de las jaulas aproximadamente 2 horas antes de 
exponerlas a los perros. La primera infestación se realizó 
dentro de las 2 semanas previas al primer tratamiento y se hizo 
solo a efectos de asignación. Se realizaron cinco infestaciones 
postratamiento, los días 1, 7, 14, 21 y 28 después del primer y 
segundo tratamiento para los estudios 1 y 2, respectivamente. 
En cada día de infestación, los animales se pesaron y se 
sedaron mediante inyecciones intramusculares con una mezcla 
de dexmedetomidina (Dexdomitor®, Elanco Santé Animale, 
Lilly, Suresnes, Francia) y ketamina (Clorketam®, Laboratoire 
Vetoquinol S.A., Lure, Francia). Cuando los efectos de la 
anestesia fueron visibles, se les inyectó por vía intramuscular 
diazepam (Valium®, Roche inyectable, Neuilly s/ Seine, 
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Francia) con dosis de 4 µg/kg, 9 mg/kg y 5 mg/perro, 
respectivamente. Los perros se colocaron entonces en redes a 
prueba de infestación individuales que contenían los 
flebótomos. Cuando fue necesario, se les administró una nueva 
dosis de la combinación de dexmedetomidina y ketamina 
mediante inyección intramuscular. Una vez que el primer perro 
se introdujo en su red de infestación, la luz se atenuó. Durante 
la infestación, los perros tratados y los perros de control se 
colocaron en cubículos de infestación separados, con una 
temperatura de 18 °C a 27 °C y una humedad relativa de entre 
el 40 % y el 60 %. 
 Tras 60 minutos de exposición, los perros se sacaron 
cuidadosamente de la red y se examinaron para buscar 
flebótomos muertos (con o sin ingurgitación) y se devolvieron 
a su cubículo. Al final del periodo de exposición, se recogieron 
todos los flebótomos vivos y muertos y se contabilizaron los 
que habían ingurgitado sangre y los que no. El estado de 
ingurgitación se determinó mediante observación a simple 
vista de la distensión del abdomen y la presencia de sangre. 
 Tras cada exposición a los flebótomos, las redes se 
limpiaron minuciosamente. 
 
Asignación y tratamiento 
Cada estudio siguió un diseño de bloques aleatorizados basado 
en el número de flebótomos P. perniciosus con ingurgitación 
de sangre (vivos + muertos) recogidos de cada perro tras la 
infestación pretratamiento. Los perros que cumplían los 
criterios de inclusión se asignaron a uno de los grupos del 
estudio (7 perros por grupo) tras la primera infestación y antes 
del primer tratamiento. Los perros se clasificaron según el 
número de flebótomos con ingurgitación de sangre (vivos + 
muertos) en orden descendente. Se utilizó el número de 
identificación del animal para romper los vínculos. Los perros 
se colocaron entonces en bloques de dos animales y se 
asignaron aleatoriamente a 2 grupos mediante sorteo. 
Estudio 1: El grupo 1 recibió la dosis con el tamaño de pipeta 
recomendado (Advantix® Spot-on para perros de más de 4 kg 
hasta 10 kg o bien Advantix® Spot-on para perros de más de 
10 kg hasta 25 kg) con lo que se aplicó ≥10 mg/kg de peso 
corporal (PC) de imidacloprid y ≥50 mg/kg PC de permetrina. 
Esta dosis corresponde a ≥0,1 ml de Advantix® Spot-on por kg 
de PC. El grupo 2 recibió placebo. El tratamiento se realizó el 
día 0. Estudio 2: Al grupo 1 se le administró la dosis 
terapéutica mínima recomendada (10 mg/kg PC de 
imidacloprid y 50 mg/kg PC de permetrina). Esta dosis 
corresponde a 0,1 ml de Advantix® Spot-on por kg PC. El 
grupo 2 recibió placebo. El tratamiento se realizó los días -28 
y 0. Para el cálculo de la dosis, el peso corporal de los perros 
se redondeó a dos decimales. Para todos los animales tratados 
en ambos estudios, el producto se administró de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante: se apartó el pelo y se aplicó la 
formulación directamente sobre la piel. Los perros con peso 
≤10,0 kg se trataron con una pipeta entre las escápulas, 
mientras que los animales con peso >10,0 kg y hasta 20 kg 
(incluidos) recibieron el volumen de la dosis distribuido 
uniformemente entre cuatro puntos del lomo, desde el hombro 
hasta la base de la cola. Se tuvo cuidado de no derramar 

ninguna cantidad de producto. Los perros se inmovilizaron 
durante aproximadamente 1 minuto tras la administración para 
permitir la dispersión del producto. Los perros se sometieron a 
observación 2 y 4 horas después del tratamiento para detectar 
cualquier posible reacción adversa al producto. 
 
Análisis de los datos 
Los datos recopilados en cada ocasión fueron el número de 
flebótomos vivos y con ingurgitación de sangre, vivos y sin 
ingurgitación de sangre, muertos y con ingurgitación de 
sangre, y muertos y sin ingurgitación de sangre. Los efectos se 
evaluaron por grupos (el número total de cada tipo de 
flebótomo en cada grupo de siete perros). La unidad estadística 
fue el perro individual. 
 
Eficacia repelente (antialimentación) 
La eficacia repelente de la combinación se evaluó comparando 
el número de flebótomos (vivos o muertos) que se habían 
alimentado en los animales tratados, con el número de 
flebótomos (vivos o muertos) que se habían alimentado en los 
animales del grupo de control con placebo, para cada día de 
infestación. La eficacia repelente se determinó de la siguiente 
manera: 
 
 
 Eficacia repelente (%) = [(MFC–MFT) / MFC] × 100 
 
 
 siendo MFC el número medio de flebótomos alimentados 
en los perros de control y MFT el número medio de flebótomos 
alimentados en los perros tratados. 
 Además del enfoque clásico consistente en evaluar el 
efecto del producto basado en la fórmula de Abbott y en 
ofrecer una medición del porcentaje de repelencia, se calculó 
la proporción de hembras alimentadas respecto a no 
alimentadas en cada punto temporal para cada estudio por 
separado. 
 
Eficacia insecticida 
La eficacia insecticida de la combinación (medida por el efecto 
de atenuación a los 60 minutos) se evaluó comparando el 
número de flebótomos vivos (tanto si se habían alimentado 
como si no lo habían hecho) en los animales tratados con la 
combinación, con el número de flebótomos vivos en los 
animales del grupo de control con placebo, para cada día de 
infestación (1 hora después de la infestación con el flebótomo). 
 La eficacia insecticida (1 hora después de la infestación) se 
determinó de la siguiente manera: 
 
 
 Eficacia insecticida (%) = [(MLC–MLT) / MLC] × 100 
 
 
 siendo MLC el número medio de flebótomos vivos en los 
perros de control y MLT el número medio de flebótomos vivos 
en los perros tratados. 
Métodos estadísticos 
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Se generaron estadísticas descriptivas para ambos grupos del 
estudio en cada punto temporal de exposición después del 
tratamiento. Se calcularon tanto la media aritmética como la 
geométrica de los recuentos para ambos tipos de recuento de 
flebótomos (vivos y alimentados). 
 Se evaluaron las dos tendencias principales para los 
cálculos de eficacia (medias geométricas y medias aritméticas) 
mediante el examen de las distribuciones dentro de cada grupo 
de tratamiento para el recuento en cada punto temporal. Los 
datos con distribuciones aproximadamente normales 
indicarían que las medias aritméticas serían apropiadas para el 
cálculo de la eficacia, mientras que las distribuciones no 
normales sugerirían la necesidad de una transformación antes 
de calcular el porcentaje de eficacia. 
 
 
Resultados 
En los estudios no se observaron anomalías de salud 
relacionadas con el tratamiento. 
 Los recuentos tanto de flebótomos vivos como 
alimentados mostraron una distribución prácticamente 
normal, por lo que se utilizaron las medias aritméticas para 
calcular la eficacia, así como un método paramétrico de 
análisis de varianza (ANOVA) utilizando el grupo de 
tratamiento, ya que el único efecto fijo se aplicó al recuento 
real (no transformado) de flebótomos para cada período 
posterior a la infestación. 
 Se recuperaron grandes cantidades de flebótomos que se 
habían alimentado de todos los perros en la infestación para la 
asignación, lo que significaba que los perros de ambos estudios 
tenían una capacidad similar y elevada de retención de los 
parásitos antes del tratamiento. Posteriormente, todos los 
perros de control mantuvieron un número adecuado de 
hembras con ingurgitación a lo largo del estudio (con medias 
entre 57,9 y 68,6 de los 80 flebótomos; tabla 1). El número 
medio de flebótomos encontrados vivos en el grupo de control, 
1 hora después de la exposición, se mantuvo elevado a lo largo 
del estudio: entre 75,0 y 77,4 flebótomos por perro de control, 
lo que apoya la solidez del modelo de exposición. 
 
 
Tabla 1 Porcentaje de repelencia de Phlebotomus 
perniciosus en perros tratados con la combinación de 
imidacloprid y permetrina, basado en medias aritméticas 
Día de 
exposició
n 

Número de flebótomos con ingurgitación Repelencia (%) 
Perros de control Perros tratados 
Estudio 
1 

Estudio 
2 Estudio 1 Estudio 

2 
Estudio 
1 

Estudio 
2 

1 58,6 57,9 0,4 2,0 99,3** 96,5** 
7 62,0 62,6 1,9 0,7 97,0** 98,9** 
14 64,6 63,0 7,7 2,3 88,1** 96,4** 
21 65,4 63,9 7,7 5,0 88,2** 92,2** 
28 68,6 63,9 6,0 4,4 91,3** 93,1** 
** Diferencia estadísticamente significativa entre las medias de la población de 
los grupos de perros tratados y controles (P < 0,0001) 

Repelencia (antialimentación) 
En los grupos tratados con Advantix®, los recuentos medios de 
flebótomos que se habían alimentado oscilaron entre 0,4 y 7,7 
por punto temporal, mientras que los recuentos medios de 
flebótomos que se habían alimentado oscilaron entre 57,9 y 
68,6 en los animales de control. Al final del periodo de 
exposición, los perros tratados tenían significativamente 
menos flebótomos que se había alimentado, en comparación 
con los perros de control, todos los días del estudio (ANOVA: 
F(1,12) > 72, P < 0,0001 para todos los datos analizados). La 
repelencia de los flebótomos a los 60 min de la exposición fue 
del 99,3 %, 97,0 %, 88,1 %, 88,2 % y 91,3 % (estudio 1) y del 
96,5 %, 98,9 %, 96,4 %, 92,2 % y 93,1 % (estudio 2) los días 
1, 7, 14, 21 y 28, respectivamente (tabla 1). 
 El cálculo de la proporción de hembras alimentadas respecto 
a no alimentadas mostró valores elevados y una amplia 
distribución de las tasas de alimentación de P. perniciosus en los 
animales de control, en contraste con los agrupamientos 
homogéneos de muy bajas proporciones de hembras 
alimentadas respecto a no alimentadas en los perros tratados, en 
cada punto temporal, para ambos estudios (figuras 1 y 2). 
 
Efecto insecticida 
En los grupos tratados con Advantix®, los recuentos medios de 
flebótomos que sobrevivieron a la exposición oscilaron entre 0 y 
36,3 por punto temporal, mientras que los recuentos medios de 
flebótomos que se mantenían vivos oscilaron entre 74,0 y 76,7 en 
los animales de control. Al final del periodo de exposición, los 
perros tratados tenían significativamente menos flebótomos 
vivos, en comparación con los perros de control, todos los días 
del estudio en ambos estudios (ANOVA: F(1,12) > 86, P < 0,0001 
en todos los datos analizados). El efecto insecticida a los 60 min 
de la exposición fue del 100 %, 100 %, 93,6 %, 95,0 % y 79,1 % 
(Estudio 1) y del 76,8 %, 81,7 %, 73,0 %, 58,9 % y 52,3 % 
(Estudio 2) los días 1, 7, 14, 21 y 28, respectivamente. 
 
Discusión 
Una formulación comercial que contiene imidacloprid y 
permetrina (Advantix® Spot-on, Bayer), aplicada a la dosis 
mínima recomendada en la ficha técnica, presenta una 
significativa eficacia repelente (antialimentación) frente al 
flebótomo P. perniciosus durante las 4 semanas posteriores a 
su aplicación mensual en perros. Se observó una eficacia 
antialimentación sostenida ≥88,1 % y ≥92,2 % entre los días 1 
a 28 tras el primer y segundo tratamiento mensual, 
respectivamente. Miró [31] evaluó la actividad de la misma 
combinación tras un único tratamiento tópico y notificó una 
eficacia antialimentación >92,7 % durante 3 semanas (basada 
en las medias aritméticas) con una eficacia ligeramente por 
debajo del umbral del 80 % el día 28. Las autoridades 
reguladoras consideran una eficacia antialimentación por 
encima del 80 % como el umbral mínimo, con unos niveles que 
deben preferentemente superar el 90 % [32]. Las proporciones 
muy bajas de hembras alimentadas respecto a no alimentadas 
que se observaron en los perros tratados de ambos estudios 
indican claramente un potente efecto continuado para prevenir 
que P. perniciosus se alimente de la sangre de los perros. Estos 
resultados de laboratorio están respaldados por los datos de 
campo obtenidos por Otranto et al. [29]. Los  
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resultados demuestran que Advantix® Spot-on reduce 
significativamente el riesgo de transmisión de Leishmania 
en condiciones naturales en zonas endémicas. Se obtuvo 
una reducción del 88,9 % en la infección por Leishmania 
infantum en perros tratados con Advantix® Spot-on, con 
tasas de incidencia de infección significativamente menores 
que en el grupo de control no tratado (P < 0,05). 
 Los resultados obtenidos en estos y otros estudios 
confirman que los tratamientos mensuales regulares 
durante el periodo de actividad de los flebótomos tienen 
niveles de eficacia elevados y constantes y ayudan a 
prevenir las infestaciones y la transmisión de Leishmania 
infantum en perros. El mismo nivel de eficacia se observó 
en otros estudios similares que evaluaron otras 
combinaciones tópicas que incluían permetrina [33, 34]. La 
eficacia insecticida a corto plazo (efecto de atenuación) se 
evaluó como un segundo parámetro y fue ≥93,6 % durante 
las tres semanas posteriores al tratamiento, reduciéndose 
hasta el 79,1 % en la cuarta semana en el estudio 1. En el 
estudio 2 se observó una eficacia insecticida a corto plazo 
menor (≥73,0 %) para las 2 semanas posteriores al 
tratamiento, eficacia que se redujo al 60 % a partir de ese 
momento. El efecto de atenuación obtenido aquí concuerda 
con los resultados observados en estudios equivalentes para 
otros productos que contienen permetrina [35]. 
 
Conclusiones 
La combinación de imidacloprid y permetrina demostró un 
efecto repelente significativo frente a las picaduras de P. 
perniciosus en perros, que se mantuvo durante 4 semanas tras 
el primer tratamiento. Se demostró que la eficacia repelente 
se mantenía también durante 4 semanas tras el segundo 
tratamiento. Por tanto, los resultados indican que, en zonas 
endémicas, la aplicación de este producto cada cuatro 
semanas a lo largo de la temporada de los vectores sería una 
buena herramienta para reducir significativamente las 
picaduras de flebótomos. Por consiguiente, debería incluirse 
en un programa integrado de control de la leishmaniosis en 
perros. La formación de los propietarios sobre patógenos 
transmitidos por artrópodos y la importancia de tales 
programas de prevención es primordial para aumentar el 
cumplimiento, y se prevé que tendrá cada vez más 
importancia con la propagación prevista de los vectores en 
zonas actualmente no endémicas. 
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