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RESUMEN

La leishmaniosis es una enfermedad zoonética y antropondtica causada por protozoos del
género Leishmania, transmitida por la picadura del fleb6tomo o mosquito simulido
hembra. El propdsito de esta investigacion fue determinar la frecuencia de casos positivos
a Leishmania en pacientes caninos mediante la prueba de ELISA en la Clinica Veterinaria
Sant Antoni, Puzol-Valencia (Espafia) en el periodo de 2015 al 2020, con el fin de
establecer la relacion de dicha frecuencia con la edad, sexo, raza, tamafio y estacionalidad.
De un total de 1300 animales, de los cuales resultaron 275 con diagnostico positivo de
leishmaniosis. El nivel de investigacion fue descriptivo correlacional, presentando los
resultados por medio de tablas y gréaficos, en tanto para el analisis estadistico se realizaron
pruebas de asociacion estadistica. Con respecto a las variables de estudio se obtuvo
frecuencias relativas, siendo los de mayor frecuencia de casos positivos a Leishmania los
caninos adultos 215/854 (25,18%) OR=, machos 169/727 (23,25%) OR=, de raza no
definida 103/407 (25,31%) OR=, tamafio grande 130/493 (26,37%) OR=y en verano
97/375 (25,87%) OR=. La frecuencia de casos de Leishmaniosis es de 21,15% lo que
demuestra la importancia de la enfermedad y fuente de infeccién endémica en el area de

estudio y su potencial zoondtico.

Palabras Clave: Leishmaniosis canina, Zoonosis, Antroponotica y Flebdtomo.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic and anthroponotic disease caused by protozoa of the genus
Leishmania, transmitted by the bite of the phlebotomine sandfly or female simulid
mosquito. The purpose of this research was to determine the frequency of positive cases
to Leishmania in canine patients by ELISA test in the Veterinary Clinic Sant Antoni,
Puzol-Valencia (Spain) in the period from 2015 to 2020, in order to establish the
relationship of such frequency with age, sex, breed, size and seasonality. From a total of
1300 animals, 275 were diagnosed positive for leishmaniasis. The level of research was
descriptive-correlational, presenting the results by means of tables and graphs, while for
the statistical analysis statistical association tests were performed. With respect to the
study variables, relative frequencies were obtained, with the highest frequency of positive
cases of Leishmania in adult canines 215/854 (25.18%) OR=, males 169/727 (23.25%)
OR=, undefined breed 103/407 (25.31%) OR=, large size 130/493 (26.37%) OR=and in
summer 97/375 (25.87%) OR=. The frequency of cases of Leishmaniasis is 21.15%,
which demonstrates the importance of the disease as an endemic source of infection in

the study area and its zoonotic potential.

Keywords: Canine Leishmaniosis, Zoonosis, Anthroponotic and Phlebotomus.



I. INTRODUCCION

La leishmaniosis es una enfermedad zoonotica producida por protozoos del género
Leishmania que afecta en Europa a la mayor parte de los paises de la cuenca mediterranea
de forma endémica, siendo el perro el principal reservorio. En el sur de Europa y en

Esparia, solo se observa la producida por Leishmania infantum (Encinas et al., 2006).

La infeccion por Leishmania infantum se describié por primera vez en 1908 por Nicolle
y Comte en Tunez, permitiendo expandir a partir de entonces el conocimiento de la

Leishmaniosis Canina (Solano-Gallego et al., 2009).

Los flebotomos, y mas especificamente Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi
son los Unicos vectores bioldgicos demostrados de Leishmania infantum (Encinas et al.,

2006).

La leishmaniosis canina (Lcan) afecta a todas las razas de perros, se sabe que todos los
perros que presentan esta enfermedad van a mostrar sintomas, mientras que los perros
portadores pueden tener Leishmaniosis en su organismo, pero no desarrollar la
enfermedad, incluso parece ser que hay individuos que son resistentes a ella que podria

ser por el sistema inmune del canino (Miré Corrales, G., Molina Moreno, R., 2006).

En la actualidad, se calcula que hay 15 millones de perros infectados en todo el mundo y
mas de 2,5 millones de ellos presentan signos clinicos de esta enfermedad (Miro et al.,

2020).

Esta enfermedad tiene un diagndstico complejo, que puede pasar desapercibida y se

manifiesta de formas muy distintas (Solano- Gallego et al., 2009).



El parasito provoca distintos sintomas en cada perro y afecta a drganos distintos todo
dependeré del sistema inmune que presente el animal (Alvar et al., 2004; Reithinger et

al., 2007).

Los animales con adecuada respuesta inmunitaria celular van a poder eliminar el parasito.
Si esta respuesta inmune no es adecuada, el parasito invadira células como los macréfagos
(otras células del sistema inmune) donde se multiplicara para después invadir la médula
0sea, ganglios linfaticos, bazo e higado, entonces se desarrollara una respuesta humoral
en la que se fabricaran una gran cantidad de anticuerpos. En estos casos la infeccidn
progresara hasta la instauracion de los distintos cuadros clinicos de Leishmaniosis (Alvar

et al., 2004; Reithinger et al., 2007).

Los caninos contraen la enfermedad por la picadura de un mosquito infectado con el
parasito de la Leishmania y este completa su ciclo de vida en dos huéspedes, un mosquito
del género fleb6tomo, que alberga los promastigotes extracelulares y un mamifero, donde
se desarrollan las formas intracelulares del parasito, los amastigotes. (Galvez et al.,

2010a).

Los perros son infectados por promastigotes de Leishmania depositados en la piel durante
las picaduras de los fleb6tomos, los promastigotes invaden las células huésped y se

replican como amastigotes intracelulares (Holzmuller et al., 2006).

El periodo de incubacién de la enfermedad antes de la aparicion de los signos clinicos
puede durar meses o afios (Koutinas y Koutinas, 2014), durante el cual, el parasito se
disemina desde la piel por todo el cuerpo del huésped, con preferencia de algunos 6rganos

como los rifiones (Rallis et al., 2005; Reis et al., 2006a).
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Se conocen como minimo 21 especies patogénicas para el ser humano, con diferencias a
nivel de presentacion clinica, ciclos de transmision y patrones de resistencia
farmacoldgica. La infeccion se traduce principalmente en 3 formas clinicas: la visceral o
sistémica, que puede resultar fatal en ausencia de tratamiento. La cutinea y la

mucocutanea (Mercuriali et al., 2022).

Durante el periodo 2005-2017, Espafia tuvo una tasa de incidencia de 0,62 casos humanos
por 100.000 habitantes, con una distribucion heterogénea, afectando principalmente a la
region mediterranea (Comunidad Valenciana, Catalufia, Baleares y Andalucia)

(Humanes-Navarro et al., 2021).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010) la leishmaniosis es endémica
en 98 paises, la mayoria de ellos en vias de desarrollo, la incidencia anual se estima entre
1,5y 2 millones de casos, la prevalencia en 12 millones y se estima que 350 millones de

personas estan en riesgo de contraerla (Maroli et al., 2013) (véase anexo #1).

En consecuencia, analizar la casuistica de Leishmania spp en caninos es necesario debido
a que debe darse a conocer la problematica real del tema tanto para la salud animal como
la salud humana manteniendo un enfoque One Health y también fomentar las formas para

el control de dicha enfermedad.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Leishmaniosis canina (Lcan) causada por Leishmania infantum es una enfermedad
zoondtica de distribucién mundial y de gran impacto por su gravedad (Alvar et al., 2006),
afecta enormemente a la calidad de vida del canino infectado pudiendo provocar incluso

su muerte (WHO, 2010).

Siendo la leishmaniosis una zoonosis metaxénica de declaracidn obligatoria (Aranguez et
al., 2014), el humano puede ser infectado y enfermar, aunque no puede contagiarse
directamente por el perro, la infeccidn en caninos significa un riesgo (Solano-Gallego et
al., 2009), ante la posibilidad de que el flebtomo responsable de la transmision de la
leishmaniosis se infecte en el entorno del perro y pueda transmitir la infeccion si pica a

una persona.

Los caninos son los principales reservorios domésticos de la infeccion por L. infantum
(Gallego (2004), Gramiccia y Gradoni, 2005), razon por la cual han sido el principal
objetivo en la mayoria de los programas de control en diversos paises. Aunque la
Leishmaniosis canina (Lcan) se considera endémica en varios paises, principalmente en

América del Sur y en la cuenca mediterranea.

En los altimos afios la leishmaniosis se ha ampliado por todo Europa (Hotez & Gurwith,
2011) este hecho se atribuye a los cambios de distribucion de los vectores a causa del
cambio climatico, el aumento de los viajes y los traslados de animales infectados, este
Gltimo también ha contribuido al cambio epidemiolégico de la enfermedad en otras areas

del pais y paises vecinos (Lucientes et al., 2005).
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El creciente aumento de la incidencia de Leishmaniosis canina (Lcan) en paises donde no
es endémica supone un reto para los propietarios de perros, los veterinarios y las

autoridades sanitarias (Maia & Cardoso, 2015).

Lo mas importante es que se presume que la enfermedad viaja con perros sub
clinicamente infectados (Mir6 et al., 2007), por lo que, en ausencia de medidas
profilacticas, la introduccion de perros infectados en areas previamente libres de Lcan y
con la presencia de vectores eficientes, puede resultar en el establecimiento persistente de

L. infantum (Maia & Cardoso, 2015).

Debido a lo cual los animales importados de zonas endémicas también suelen contribuir
a la expansion de esta enfermedad hacia otros paises fuera de la Union Europea (Antoniou

etal., 2013).

En consecuencia, analizar la casuistica de Leishmania infantum en caninos y determinar
su frecuencia es necesario debido a que debe darse a conocer la problematica real del
tema tanto para la salud animal como la salud humana manteniendo un enfoque One

Health y también fomentar las formas para el control de dicha enfermedad

2.1 Descripcion del problema

¢Cudl es la frecuencia de casos de Leishmaniosis en perros atendidos en la veterinaria

Sant Antoni- Espafia en los afios 2015 al 2020?
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I1l.  JUSTIFICACION

La leishmaniosis es una enfermedad endémica en Espafia con climas tropicales o
subtropicales, es de declaracién obligatoria en todo el territorio desde el 2015 a través de

la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE).

Esta enfermedad afecta varias especies de vertebrados incluidos los roedores, los canidos
y los humanos, siendo el principal reservorio de dicha enfermedad los perros,
afortunadamente los humanos sélo suelen ser portadores asintomaticos de la enfermedad,
aunque, en algunas ocasiones, la enfermedad puede ser grave, especialmente en
individuos inmunodeprimidos (Martin-Sanchez et al., 2007; Navarro et al., 2010; Millan

etal., 2011).

En el 2017 hubo aumento de casos en humanos y el mayor niumero correspondio al 89,9%
de casos en la Comunidad Valenciana, Comunidad de Madrid, Catalufia, Baleares y
Andalucia. (Boletin Epidemioldgico Semanal elSSN:2173-9277 Centro Nacional de

Epidemiologia. Instituto de Salud Carlos I11).

Los datos del ultimo informe epidemiologico de Enfermedades Transmitidas por
Vectores de 2018 de la Conselleria de Sanitat confirma que los casos en personas han
pasado de 87 en 2013 a 420 / 356 en el 2017 y 2018 respectivamente, siendo la tasa de
incidencia de esta enfermedad, en la Comunidad Valenciana es siete veces superior a la
media nacional (3,52 casos por cada 100.000 habitantes por menos de 0,5) (Red Nacional

de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE).
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Un reciente mapa de seroprevalencia de Leishmaniosis Canina en Espafia sitla las
regiones de Andalucia, Baleares, Murcia, Valencia, parte de Catalufia y las provincias de
Ourense y Céceres como las mas castigadas, con porcentajes de perros seropositivos por

encima del 17% (véase anexo 1) (Galvez et al., 2020).

En la comunidad valenciana se considera que estan infectados de un 5 a un 10% de la
poblacidn canina, valor que se ha mantenido constante durante varios afios, mientras que

en toda Espafia unos 785.000 perros son afectados.

En base a estas proporciones conocer la prevalencia de Lcan en la Comunidad Valenciana
es un parametro Util ya que nos permitira describir un fenémeno de salud, identificar la

frecuencia poblacional del mismo y generar hipotesis explicatorias.

Ademas, esta enfermedad ya es una preocupacion para paises no endémicos (Antoniou et
al., 2013) donde las enfermedades importadas constituyen un problema los cuales ya
cuenta con muchos casos de leishmaniosis por animales importados sin tener una gran

difusion e investigacion de dicha enfermedad (Maia & Cardoso, 2015).

Por lo cual, el presente estudio tiene la finalidad de determinar la frecuencia de los casos
de leishmaniosis canina por su impacto en medicina veterinaria y también en la salud
humana, se utilizaran pruebas rapidas para la deteccion de dicha enfermedad en caninos
con o sin sintomas y se compartird el conocimiento de esta enfermedad pudiendo dirigir
el uso de medidas de prevencion y ayudar a la estimacion de la probabilidad de infeccion

en perros que visitan o habitan en otros paises.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Determinar la frecuencia de casos de Leishmaniosis canina en la Clinica

Veterinaria Sant Antoni Valencia- Espafia en los ultimos 5 afios: 2015-2020.

4.2 Objetivos Especificos.

e Determinar la frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis en pacientes caninos
que fueron testados mediante la prueba de ELISA.

e Establecer la frecuencia de caninos positivos a Leishmania segun la raza.

e Establecer la frecuencia entre los casos positivos de leishmaniosis canina y la
estacionalidad.

e Establecer la frecuencia de caninos positivos a Leishmania segun la edad.

e Establecer la frecuencia entre los casos positivos a Leishmania y el sexo.

e Establecer la frecuencia de caninos positivos a Leishmania segin el tamafio.
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V. MARCO TEORICO

5.1 Parasito de Leishmania

5.1.1 Etiologia

La leishmaniosis canina es una enfermedad parasitaria causada por el protozoo
intracelular Leishmania infantum que es difasico y completa su ciclo de vida en huéspedes
como el mosquito y mamiferos siendo los caninos el principal, es el agente etiologico de
la leishmaniosis tanto visceral como cutdnea y esta presente en toda la cuenca

Mediterranea. (Gaglio et al., 2014).

Es transmitida a humanos y animales mediante la picadura de las hembras de fleb6tomos,
siendo el perro (Canis lupus familiaris) tanto un hospedador natural como el principal

reservorio (Molina, 2005).

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por L. infantum en el perro son muy
variables, desde una infeccion subclinica crénica hasta una enfermedad grave, que puede

ser fatal (Solano- Gallego et al., 2009).

Menos de 50 de las cerca de 1.000 especies de fleb6tomos son vectores competentes de
Leishmania en el mundo (Antoniou et al., 2013). Las hembras del género Phlebotomus
son los vectores aptos para la inoculacién de los promastigotes en la piel del hospedador

(Miré & Molina, 2006).
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Tabla 1l

Especies conocidas de Leishmania, especie de hospedador vertebrado a la que infectan

y zonas en las que han sido detectadas hasta la fecha

Especie de Leishmania

Reservorios

Region geograéfica

L. amazonensis

L. braziliensis

L. donovani

L. ethiopica

L. garnhami

L. guayanensis

L. infantum

L. major

L. mexicana

L. panamensis

L. peruviana

L. pifanoi

Roedores

Roedores

Humanos

Mamiferos del género
Hyrax
Desconocido

Perezosos y 0s0s

hormigueros

Carnivoros domésticos y

silvestres
Roedores (géneros
Psammomys, Meriones y

Gerbillus)

Roedores

Perezosos

Desconocido

Probablemente roedores

América del Sur
América central hasta el
norte de Argentina
Kenia, Sudéan, India,
Pakistan, China
Montafias de Etiopia y
Kenia

Venezuela

Guyana, Surinam, cuenca
septentrional del
Amazonas

Cuenca Mediterranea,
Oriente Medio, Asia
central, América central y
del sur

Norte de Africa, Oriente
Medio, Asia central,
subcontinente indio.
Sur de Texas, México y
porciones de América
central

Panam4, Costa Rica,
Colombia

Per( y montarias de
Argentina

Venezuela
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Norte de Africa, Oriente
L. tropica Humanos Medio, Asia central,
subcontinente indio

L. venezuelensis Desconocido Venezuela

Fuente: Extraido del libro 159 preguntas sobre las que siempre habias querido una respuesta, Roura et
al., 2018)

5.2 Flebotomos

Los fleb6tomos son una subfamilia de dipteros nematdceros de la familia Psychodidae
son hematdfagos y su picadura es el medio de transmision de la leishmaniosis entre otras

enfermedades siendo solo la hembra las hematdfagas.

Estos necesitan unas temperaturas relativamente altas para sobrevivir y completar su
ciclo. Prefieren los climas de tipo Mediterraneo, con temperaturas medias anuales por
encima de los 18°C. Su presencia no estd limitada por la precipitacion porque, al ser
especies adaptadas a los entornos esteparios, no suelen tener limitaciones por la humedad.
Suelen estar activos entre marzo y septiembre, aunque tales fechas estan limitadas por la
duracion del invierno y por la llegada del otofio, las cuales estan obviamente

condicionadas por la geografia. (Munstermann, 2005; Miré & Molina, 2006)

Por ejemplo, en las regiones septentrionales, la actividad comenzard mas tarde y cesara
antes en el afio, habiendo ademas un menor nimero de noches con condiciones ideales
para la actividad de los fleb6tomos (Tarallo et al., 2010; Dantas-Torres et al., 2014;

Gaglio et al., 2014).
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En el sur, por el contrario, el periodo de actividad, y por lo tanto de transmisién de
Leishmania, ser& considerablemente més largo. También siguen ciclos nictemerales, por

lo que estan activos preferentemente durante la noche.

La méxima actividad diaria de los fleb6tomos comienza después de la puesta de sol y
continua durante las primeras horas de la noche, siempre que la temperatura no descienda
por debajo de los 17- 18°C ni supere los 40°C, no haya lluvia ni viento, y la altitud sea de
1000 m o inferior, por debajo de los 10°C el desarrollo de los flebdtomos se retrasa mucho

y las temperaturas bajo cero son letales (Mir¢ et al., 2011a).

Los fleb6tomos hacen movimientos cortos y silenciosos, caracterizados por pequefios
saltos en zigzag (100 - 200 metros). Pueden desplazarse hasta 2 0 3 km y esto aumenta su

capacidad de transmision de la infeccion por Leishmania (Mir0 et al., 2020).

En Espafia existen dos géneros de fleb6tomos: Sergentomyia y Phlebotomus, que incluyen

hasta la fecha unas 12 especies (Aransay & Col., 2004).

El primero de los géneros afecta casi exclusivamente a los reptiles, el género Phlebotomus
incluye a las especies que transmiten Leishmania en Esparia, algunas de las especies mas
importantes en la cuenca mediterranea son P. perniciosus, P. papatasi, P. ariasi, P.

perfiliewi y P. sergenti (Antoniou et al., 2013).

En Espafia hay dos especies involucradas en la transmision de la enfermedad, P. ariasi y
P. perniciosus, siendo esta Gltima la méas prevalente, debido a su abundancia y dispersion
por la mayor parte de la geografia espafiola (Martin-Sanchez et al., 1994; Galvez et al.,

2010a).
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Tabla 2

Distribucion de vectores (género Phlebotomus, subgénero Larroussius) de

leishmaniosis canina en paises europeos

Especies de o -

] Distribucion geografica en Europa
flebotomo
P. ariasi (D) Espafia, Francia, Italia, Portugal

P. langeroni (D)

P. neglectus (D)

P. perfiliewi (D)

P. perniciosus
(D)

P. tobbi (D*)

P. kyelakii (p)

P. longicuspis (p)
P. syriacus (p)

Espafa

Albania, Chipre, Croacia, Eslovenia, Grecia, Italia, Kosovo,
Macedonia, Montenegro, Rumania, Turquia, Ucrania.
Albania, Chipre, Croacia, Grecia, Italia, Macedonia, Malta,
Rumania, Turquia.

Chipre, Croacia, Espafia, Francia, Italia, Kosovo, Malta, M6naco,
Montenegro, Portugal, Turquia.

Albania, Chipre, Croacia, Grecia, Italia (Sicilia), Libano, Siria,
Turquia.

Armenia, Azerbaiyan, Georgia.

Espafa

Grecia, Turquia.

D: vector demostrado; p: vector probable.

*Condiciones experimentales.

Fuente: (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al., 2013)
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5.3 Fleb6tomo P. perniciosus

El fleb6tomo, transmisor de la Leishmania, es un insecto de pequefio tamafio
(aproximadamente 2,5 — 3mm de largo), con dos alas, pero que a diferencia de otros
mosquitos no emite zumbido al volar. Su color es marrén claro, el cuerpo lo tiene cubierto
de pelo y cuando va a picar salta con las alas erguidas sobre el perro (Mirdé & Molina,

2006) (véase anexo #2).

Se considera que los Unicos vectores de Leishmania para el perro en Espafia son el P.
perniciosus y P. ariasi (Molina et al., 1994) siendo el P. perniciosus el transmisor mas

eficaz del protozoo a los perros (Alfonso et al., 2007; Maia et al., 2013).

Estos se reproducen en suelos hdmedos y protegidos, en paredes, mamposteria
deteriorada, grietas humedas, etc. (Munstermann, 2005). Su habitat favorito son los

cuartos oscuros y frescos (Sharma & Singh, 2008).

El insecto adulto tiene una vida inferior a 2 semanas, es activo durante el atardecer y la
noche, son atraidos por la luz (fototropismo) (Lucientes et al., 2005; Sharma & Singh,

2008).

Busca su alimento en un perimetro de 50 m de los lugares donde se reproduce

(Munstermann, 2005).

Al posarse colocan sus alas en un angulo de 45°, las campanas contra las larvas de estos
insectos no son faciles de llevar a cabo porque se encuentran en el suelo, con un héabitat

muy disperso (Munstermann, 2005; Mir6 & Molina, 2006) (véase anexo #3).
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5.4 Ciclo de Vida del Fleb6tomo

Su ciclo pasa por 4 estados: huevo, larva (con cuatro estadios larvarios sucesivo), pupa y
adulto, este ciclo puede demorar en completarse unos dos meses en condiciones

favorables (Munstermann, 2005) (véase anexo #4).

Las hembras adultas de los fleb6tomos se alimentan de la sangre de mamiferos y aves, y
son oportunistas porque pican al hospedador mas accesible. Sin embargo, prefieren el

perro a otros posibles hospedadores, incluidas las personas (Mir¢ et al 2020).

La hembra pone entre 40 y 100 huevos en la tierra. Estos huevos son alargados y de un

color marron brillante (Munstermann, 2005).

La larva es semejante a una oruga, es pequefia, de unos 0,5 mm de longitud, por otro lado,
la pupa es de color amarillo palido y tiene la cuticula antigua de la larva pegada al extremo

del abdomen. (Sharma & Singh, 2008)

Existe una alta especificidad entre las especies de Leishmania y las especies de
fleb6tomos, de forma que cada una de ellas esta adaptada tan solo a una o unas pocas

especies de vectores (Alvar et al., 2000).
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5.5 Ciclo Bioldgico de Leishmania Infantum

La Leishmania comienza con los promastigotes que se encuentran en el aparato digestivo
y las proboscides del vector, Phlebotomus, Esta es una forma parasitaria flagelada, y por
lo tanto movil, que se transmite a la piel y sangre del hospedador cuando Phlebotomus se
alimentan. Después de la inoculacién, los promastigotes son ingeridos por los macrofagos
circundantes, transformandose en unas estructuras ovaladas intracelulares, llamadas
amastigotes (Solano-Gallego, 2013). Estos se encuentran dentro de unas estructuras
Ilamadas fagolisosomas donde se van multiplicando por division binaria, finalmente
destruyendo las células, e infectando a otras células reticuloendoteliales (Holzmuller et
al., 2006). Los amastigotes se distribuyen por conductos linfaticos y sistema vascular,
infectando mas células mononucleares por todo el sistema reticuloendotelial (Sharma &

Singh, 2008).

Este ciclo se cierra cuando una hembra de Phlebotomus ingiere células parasitarias. Una
vez el aparato digestivo del Phlebotomus, los amastigotes sufren una serie de cambios en
diferentes estados intermedios, flagelados, convirtiéndose, al final, en promastigotes

infectivos (Walker et al., 2014).

La repeticion de este proceso lleva a la diseminacién de los amastigotes y a su presencia
en varios tejidos de los perros infectados, entre los que incluyen la piel, bazo, médula

6sea y los linfonodulos, entre otros (Solano-Gallego et al., 2011) (véase anexo #5).
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5.6 Otras formas de Transmision

Aungue la L. infantum se transmite de forma natural a través de las picaduras de
flebotomos infectados (transmision vectorial), se han descrito otros modos menos

habituales de transmision en caninos (Silva et al., 2009; Pangrazio et al., 2009).

Desde hace mucho tiempo se sospecha de una transmision no vectorial en areas donde
los vectores estdn ausentes. Los modos de transmision no vectoriales demostrados
incluyen la infeccion a través de transfusiones de sangre (Owens et al., 2001; Giger et al.,
2002) o de derivados procedentes de donantes infectados (de Freitas et al., 2006; Tabar

etal., 2011) y venérea (Silva et al., 2009) (véase anexo #6).

En zonas no endémicas sin un artrépodo vector competente, como Francia, Alemania y
Estados Unidos, la transmision vertical es la via mas extendida. Mientras que otros

describen la transmision por via sexual y de perro a perro (Mir6 et al 2020).

Por lo cual los modos de transmision antes mencionados no relacionados con el fleb6tomo
probablemente sélo tengan un papel marginal en la historia natural y la epidemiologia de

las infecciones por L. infantum en perros (Yeagley et al., 2009).
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5.7 Inmunopatologia

5.7.1 Sistema Inmunitario del Canino

El sistema inmune estd formado por un conjunto de mecanismos que protegen al
organismo de infecciones. Trabaja identificando y eliminando a los agentes patdgenos

(de Almeida et al., 2003).

Los glébulos blancos, sustancias quimicas y proteinas en la sangre forman parte de este
sistema. Los linfocitos son un tipo de glébulos blancos, dentro de ellos, los linfocitos B y

T son una de las clases principales (Teixeira et al., 2006).

Los linfocitos B producen anticuerpos, estos se adhieren a un antigeno especifico y
facilitan su destruccién por parte de las células inmunitarias. Es la respuesta inmune
humoral. Los linfocitos T atacan los antigenos directamente y ayudan a controlar la
respuesta inmunitaria. Es la respuesta inmune celular (Santos-Gomes et al., 2000;

Teixeira et al., 2006).

La respuesta inmunitaria individual de cada perro es también un factor sumamente
importante que influye en la infeccion o no del perro, ya que esta respuesta inmunitaria
determinara: primero, si el macrdfago evita o no la replicacion del parasito en su interior;
segundo, si se produce una diseminacion de esta infeccion; y tercero, si se establece una

infeccion permanente en ese perro (Solano-Gallego et al., 2000).

Una vez que el parasito Leishmania infantum se localiza en la dermis del hospedador, es
fagocitado por macréfagos tisulares. A partir de ese punto, la progresion de la infeccion
depende principalmente de la eficiencia de la respuesta inmunitaria del hospedador (Alvar
et al, 2004), Si el perro es capaz de desarrollar una respuesta inmunitaria efectiva, la

infeccion se controla y el perro permanece infectado, pero sin desarrollar signos clinicos
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ni lesiones (infeccion subclinica) (Laskay et al., 2003; van Zandbergen et al., 2004). Por
el contrario, cuando el perro desarrolla una respuesta inmunitaria que no es efectiva la

infeccion progresa y el perro desarrolla los clasicos signos clinicos de la enfermedad.

La leishmaniosis canina es por tanto una enfermedad en la cual infeccion no es sinGnimo

de enfermedad clinica (Solano-Gallego et al, 2001; Baneth et al, 2008).

5.7.2 Respuesta inmunitaria innata

La inmunidad o respuesta innata es la respuesta inmediata, y es activada a través de
receptores codificados en una linea germinar llamado receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), los cuales reconocen patrones moleculares conservados a traves de la
evolucion en una gran gama de patdgenos. Estas moléculas Ilamadas patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs), estimulan la sefializacion celular, la
expresion de genes y, por lo tanto, la activacion de funciones inflamatorias y

antimicrobianas (Janeway y Medzhitov, 2002: Tuon et al., 2008).

Cuando un hospedador vertebrado es picado por el fleb6tomo y se produce la inoculacién
intradérmica ésta produce una reaccion inflamatoria cutanea local, en la que intervienen
celulas centinelas de la piel, como las células dendriticas (CD), linfocitos T, Delta A y
macréfagos (Teixeira et al., 2006). Durante este proceso se liberan una serie de
quimioquinas que inducen el reclutamiento de neutréfilos y células natural killer (NK),
seguidos de una oleada de macr6fagos, iniciando la cascada de la respuesta inmunitaria
innata para combatir los paréasitos en el lugar de la infeccion (Santos-Gomes et al., 2000.,

Teixeira et al., 2006).
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Los neutrdfilos son las primeras células en llegar al punto de inoculacién y predominan
durante los primeros dias post-infeccion, se infectan y pueden destruir los parasitos o ser

fagocitados por los macréfagos cutdneos (de Almeida et al., 2003).

Los macréfagos son los segundos en llegar al punto de entrada de Leishmania. Entre sus
muchas funciones logra destacar su papel como: células diana para la replicacion del
parasito, presentadoras de antigenos (CPA) y son fuente de citoquinas moduladoras de la
respuesta inmune mediada por linfocitos T (LT). Asimismo, tras ser activadas por LThl

son capaces de provocar la muerte parasitaria intracelular (Teixeira et al., 2006).

Las celulas Natural Killer NK tras la inoculacion llegan al punto de entrada 24 horas

después (Muller et al., 2001).

Las CD de la piel, potentes CPA, tambien se infectan, debido a que los parasitos son
inoculados en la dermis, donde se encuentran estas células. Mediante una activacion
regulada por el CMH 1 y 11, las CD transportan los parasitos desde la piel infectada hasta

los LN presentandose a LT antigeno- especificos (Moll, 2000).

Tanto los CD como las CL, al igual que los macr6fagos, transportan los amastigotes a los
LN regionales para presentar sus antigenos a los LT, a través de moléculas del CMH, que
en perros resistentes estan muy implicadas en el desarrollo de la inmunidad celular

(Ferrer, 2002; Sacchi et al., 2006).
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Los promastigotes metaciclicos deben evadir en primer lugar la lisis mediada por el
complemento, para posteriormente adherirse a los receptores de los macrofagos.
Posteriormente, son fagocitados y localizados en el interior de una vacuola parasitéfora

(Tittig & Bogdan, 2000; Ferrer, 2002; Bafiuls et al., 2007).

Los macrdfagos transportan los parasitos, primero a los linfonodos regionales (LN), y
después al resto del organismo. Esta diseminacion va a depender de la resistencia que
presente el hospedador, de manera que en caninos susceptibles la diseminacion puede
ocurrir en horas, mientras que en caninos resistentes pueden permanecer confinados en la

piel y LN regionales (Ferrer, 2002).

La respuesta innata, ademas de ejercer una rapida linea de defensa contra la infeccién, al
mismo tiempo inicia el proceso que permite el eventual desarrollo de la respuesta inmune

adaptativa y el establecimiento de la memoria inmunoldgica (Farifias, 2011).

La respuesta inmune se puede dividir en dos tipos: la que se presenta al inicio, intentando
contener al patdgeno rapidamente, de manera inespecifica, estereotipada e incapaz de
presentar memoria (Respuesta inmune innata), y aquella que es capaz de montar toda una
serie de estrategias particulares y sumamente especificas para eliminar al agente invasor

y creas memoria (Respuesta inmune adaptativa) (Farifias, 2011).

5.7.3 Respuesta Inmunitaria Adaptativa

En esta respuesta inmune adaptativa puede predominar una respuesta Thl de tipo celular,
con produccion de altos niveles de citoquinas del tipo IFN-y, 11-12 y TNF-a y produccion

de inmunoglobulina 1IgG2a, mientras que una respuesta de predominio humoral serd Th2
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con produccion de citoquinas I1-4, IL-10 e IL-5 y produccién de inmunoglobulinas A, E

y 1gG, o bien respuestas mixtas Th1/Th2 (Farifias, 2011).

5.7.3.1 Respuesta inmunitaria Celular

La resistencia del perro a la infeccién por Leishmania depende del desarrollo de una
potente respuesta inmune celular, en la cual participan activamente los linfocitos CD4+
de tipo Thl, mediante la sintesis y liberacién de citoquinas como la IL-2, IL-12 y el
interferon gamma (IFN-y), necesarios para la activacion macrofégica, la respuesta
efectora de los linfocitos T CD8+ citotoxicos y la actividad citotdxica de las células
asesinas naturales (del inglés natural killer, Nk), que dan lugar a la destruccion del
parasito. La actividad leishmanicida es debida al aumento de la capacidad de los
macrofagos de producir oxigeno toxico y radicales de nitrégeno (NO) en respuesta al
IFN-y. Sin embargo, si la respuesta es protagonizada por las células CD4+ de tipo Th2,
productoras de IL-4 y IL-10, esta respuesta puede predisponer a un cuadro clinico de

mayor gravedad (Farifias, 2011).

Una buena respuesta inmunitaria celular parece ser esencial para controlar la infeccion y

no desarrollar la enfermedad (Holzmuller et al., 2006).

Normalmente, estos perros se caracterizan por presentar una respuesta inmunitaria
humoral ausente o leve. Por el contrario, los perros enfermos con una enfermedad
moderada a grave se caracterizan por presentar una reducida respuesta inmunitaria celular
y una exagerada respuesta humoral que no es eficaz para controlar esta infeccion (Baneth

et al., 2008).
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5.7.3.2 Respuesta Inmunitaria Humoral

Tanto en caninos como en humanos frente a leishmaniosis, se han observado incrementos
policlonales y a veces también monoclonales de inmunoglobulinas por sobreactivacion
de linfocitos B. Estos anticuerpos no son protectivos e incluso sus niveles estan asociados

positivamente con la presencia y severidad de la enfermedad.

La leishmaniosis clinica en el perro se asocia a una marcada produccion de anticuerpos,
principalmente inmunoglobulinas G (1gG), mientras que las IgM, IgE e IgA se producen
en mucha menor cantidad (Farifia, 2011). Los niveles de anticuerpos anti-Leishmania
detectados en perros enfermos son superiores a los detectados en perros infectados sanos.
Existe una correlacion positiva entre los niveles de anticuerpos anti-Leishmania, la carga

parasitaria y el grado de enfermedad (Solano-Gallego et al., 2009) (véase anexo #7).

5.8 Estadios Evolutivos

5.8.1 Amastigotes

Los amastigotes son organismos intracelulares, es una forma inmovil, viven dentro de
vacuolas lisosomales de células fagociticas, carecen de flagelo y presentan una forma
ovalada o redonda y miden de 2 a 4 um por 1,5 a 2,5 um, posee nucleo, generalmente
excéntrico y adyacente a este se encuentra el kinetoplasto. Su pH es de 4-5 y temperatura
Optima de desarrollo es 37 © C esto significa que estan adaptados a la temperatura corporal
y al medio acido de los fagolisomas de los macr6fagos (Maia et al., 2010; Martinez-

Subiela et al., 2011) (véase anexo #8).
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5.8.2 Promastigotes

Es la forma mdvil extracelular su morfologia es alargada, presenta un ndcleo central y un
Kinetoplasto terminal o subterminal, en la parte anterior del parasito, se origina un
flagelo, casi de igual tamafio de cuerpo. Metabdlicamente, utilizan aminoacidos y
azucares como fuente principal en condiciones aerdbicas. Su pH es de 7 y su temperatura
de crecimiento es de 25°-27°C. En este estadio del parasito, expresamente se parece a las
condiciones bioldgicas del intestino del insecto (Rosypal et al., 2005a; Rodriguez-Cortés

et al., 2007a; Fernandez-Cotrina et al., 2013) (véase anexo #9).

5.9 Reservorio

Un hospedador reservorio es aquel infectado por el agente causante de una enfermedad
que puede actuar como una fuente de infeccién para los seres humanos y otros
hospedadores (Dantas- Torres et al., 2012). En los paises o regiones donde la
leishmaniosis es endémica, como Espafia, los perros infectados son el principal reservorio
de L. infantum. Debido a su densidad relativamente alta los perros parecen ser los Gnicos
animales domésticos capaces de mantener, naturalmente, los paréasitos de la especie L.

infantum (Ash-Ford, 2000).

En la leishmaniosis muchos animales, entre domésticos y silvestres, actian como
reservorio, como lo son el perro, gato, conejos, ratas, caballos entre otros, pero el perro
(Canis lupus familiaris) es el principal reservorio peridoméstico de la infeccion por L.
infantum, debido al elevado nimero de individuos presentes en el nicho ecolégico y su

estrecha relacion con el vector (Alvar et al., 2004).

32



De acuerdo con la definicién de la OMS el canino presenta todas las caracteristicas de un
reservorio perfecto, por presentar infeccion cronica con una fase subclinica prolongada,

accesible al vector y el estrecho contacto que tiene con los humanos (WHO, 2010).

En areas endémicas se ha documentado la infeccion en otros animales domésticos,
incluyendo gatos (Martin-Sanchez et al., 2007; Navarro et al., 2010; Millan et al., 2011),
caballos (Solano-Gallego et al., 2003a; Rolao et al., 2005; Fernandez-Bellon et al., 2006),
cerdos (Morales-Silva et al., 2006), vacas (Lobsiger et al., 2010), ovejas y cabras (Fisa et
al., 1999), que actuarian como hospedadores paraténicos, aungue no se conoce su papel
epidemioldgico. Los animales mantenidos en cautividad en zooldgicos en areas urbanas
endémicas estan bajo un riesgo elevado de infeccion, pudiendo suponer un riesgo para

otras especies susceptibles, incluyendo los humanos (Jusi et al., 2011; Souza et al., 2014).

La creciente descripcion de casos de leishmaniosis felina en la literatura hace pensar que
los gatos pueden desempefiar un papel en la epidemiologia de la Leishmaniosis, de forma
que en areas endémicas de Leishmaniosis Canina (Lcan), lejos de ser un reservorio
meramente accidental, podria actuar como un reservorio secundario de la enfermedad
(Gramiccia y Gradoni, 2005; Martin- Sanchez et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2007b).
No obstante, las infecciones felinas subclinicas son comunes en areas endémicas de Lcan,

aunque los casos de leishmaniosis clinica en gatos son poco frecuentes (Mir¢ et al., 2014).

5.10 Otros Reservorios Descritos

Existen diversas especies de mamiferos en las que se ha identificado Leishmania debido
al alto numero de individuos presentes en el nicho ecolégico y a su estrecha interaccion

con el vector (Alvar y Col., 2004). Existe ademas un periodo selvético de la infeccion por
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L. infantum que es mantenido por canidos silvestres como el zorro, el lobo o el chacal
(Gramiccia y Gradoni, 2005). En la Peninsula ibérica se indicé la infeccién por L.
infantum en carnivoros silvestres como por ejemplo linces, ginetas, mangostas o tejones
(Sobrino et al., 2008), incluyendo primates en Brasil (Malta et al., 2010) marsupiales en
Australia y Espafia (Rose et al., 2004; Dougall et al., 2009; Mir6 et al., 2013; Ramirez et
al., 2013), liebres , nutrias, linces, hurones domésticos, mapaches, murciélagos, todo tipo
de roedores y lagomorfos en Espafia (Garcia et al., 2014; Molina et al., 2012; Moreno et
al., 2014a), roedores en Portugal y Grecia (Papadogiannakis et al., 2010b; Helhazar et
al., 2013), murciélagos en Brasil, Venezuela y Etiopia (De Lima et al., 2008; Savani et
al., 2010; Kassahun et al., 2015) y tamanduas en Brasil (De Aratjo et al., 2013). También
se ha descrito la infeccidn en aves (Alexander et al., 2002; Otranto et al., 2010b).

Entre otros reservorios secundarios también se han notificado casos de leishmaniosis
clinica en équidos (primero en Brasil y posteriormente en la cuenca mediterranea,

Alemania y Suiza) (Pradella, et al., 2020).

5.11 Epidemiologia

La Leishmaniosis engloba a un grupo de enfermedades causadas por méas de 20 especies
y subespecies de protozoos flagelados pertenecientes al género Leishmania, que afectan
tanto al ser humano como a otros vertebrados. Es una zoonosis de importancia mundial
en salud publica y actualmente constituye la tercera enfermedad humana mas importante
de las transmitidas por vectores, tras la malaria y la filariosis, y la novena enfermedad

infecciosa mas grave a nivel mundial (Alvar et al., 2006).

La mayoria de los estudios epidemioldgicos de la infeccion por Leishmania en

poblaciones caninas se han basado en la deteccion de anticuerpos especificos en estudios
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transversales. La seroprevalencia en el sur de Europa varia del 5% hasta mas del 30%.
Basandose en datos seroldgicos de Italia, Francia, Espafia y Portugal, se ha estimado que,
al menos, 2,5 millones (de 15 millones) de perros estan infectados en estos paises

(Moreno y Alvar, 2002).

Prevalente en regiones tropicales que albergan moscas del género Phlebotomus
(hemisferio oriental-viejo mundo) o del género Lutzomyia (hemisferio occidental-nuevo

mundo) (Killick-Kendrick., 1999).

Tabla 3

Seroprevalencia de la infeccion por Leishmania infantum en perros. Ejemplos de algunos

paises europeos donde la leishmaniosis canina es endémica

Seroprevalencia

Pais (region) Perros (n) Referencia
(rango)
Espafia 1.100 15,7 % (0,0-46,6)  Mir6 et al. (2013)
Francia (sur) 3.922 12,4 % (3,0-28) Marty et al. (2007)
_ Athanasiou et al.

Grecia (Atenas) 2.620 19,5 % (2,1-30,1)

(2012)

) Zaffaroni et al.

Italia (norte) 4.456 26,4 % (14,0- 60,5)

(1999)
Portugal 3.974 6,3 % (0,9-17,4) Cortés et al. (2012)

Fuente: Extraido del libro leishmaniosis una revision actualizada, Solano-Gallego (2013)
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5.12 Factores que intervienen en la aparicion del vector

5.12.1 Factores medioambientales

La leishmaniosis en el perro se esta extendiendo a zonas nuevas por el impacto del cambio
climatico, que permite la aparicion de nuevos microclimas donde los fleb6tomos pueden
sobrevivir, ademas de por el aumento de los desplazamientos de animales y personas

(Galvez, 2010).

Los cambios climaticos pueden afectar la distribucidn de leishmaniosis directamente, por
el efecto del aumento de la temperatura media sobre el desarrollo del parésito y la
competencia del vector o indirectamente, por el efecto de las variaciones ambientales

sobre la variedad y la abundancia de los flebdtomos (Sharma y Singh, 2008).

Las actividades humanas que resulten en causar un impacto ambiental como cambios
demogréficos y el calentamiento global de la tierra pueden incrementar la poblacion de
fleb6tomos, y, por lo tanto, el nimero de casos de Leishmaniosis (Galvez et al., 2010b;

Vilas et al., 2012; Arce et al., 2013).

Debido al calentamiento global, en Europa se ha desplazado hacia el norte la latitud

méaxima a la cual los fleb6tomos sobreviven y se reproducen (Maroli et al., 2008).

En los Gltimos afios, varios informes han demostrado la emergencia de casos autoctonos
de Leishmaniosis canina (Ballart et al., 2011) y humana (Cenderello et al., 2013) en
nuevas regiones, junto con un aumento significativo del nimero de perros infectados en
areas endémicas a causa de los factores ambientales.
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En Espafa los fleb6tomos tienen una actividad estacional que va generalmente de mayo
a octubre siendo este el final de la primavera y el inicio del verano. Sin embargo, en los
altimos afos este periodo se ha extendido debido al aumento de las temperaturas

(AEMET, 2020).

5.13 Factores del Reservorio

5.13.1 Edad

La edad parece ser un factor de riesgo importante ya que se ha detectado una distribucion
bimodal de prevalencia de la enfermedad: en edades tempranas hasta los 3-4 afios y a
partir de los 7-8 afios (Cardoso et al., 2004; Miranda et al., 2008; Galvez et al., 2010b;

Miré et al., 2012).

5.13.2 Especie

Mayor cantidad de casos en caninos siendo el reservorio principal (Solano-Gallego et al.,

2009).

5.13.3 Raza

Algunas razas de perros como Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler y Pastor Aleman,

parecen ser mas susceptibles al desarrollo de la enfermedad (Franga-Silva et al., 2003).

Otras razas como las autoctonas, como lo son el Podenco ibicenco y los perros mestizos

de areas endémicas, tienen mas probabilidad de presentar inmunidad celular protectora

37



(Solano-Gallego et al., 2000) y raramente presentan signos clinicos de leishmaniosis

(Chicharro et al., 2005).

Se han descrito otros factores que predispondria al reservorio a ser infectado y que llegue
a enfermar, pero aln no estan descritos completamente, entre los que se mencionan estan
el estado nutricional, la situacion inmunoldgica por inmunosupresion, enfermedades
concomitantes y predisposicion genética (Quinnell et al., 2003b; Sanchez-Robert et al.,

2005; 2008).

5.13.4 Tamafio

El tamafio es considerado en algunos estudios como una variable epidemioldgica
relacionada con la infeccion por L. infantum, de manera que se han observado
seroprevalencias mas elevadas en razas grandes que en razas pequefias (Martin-Sanchez

et al., 2009; Galvez et al., 2010b; Mir6 et al., 2012).

5.14 Manifestaciones Clinicas

Los signos clinicos que aparecen mas frecuentemente son los cutaneos, que se observan
en aproximadamente el 80% de los perros enfermos (Roura; Mird; Sainz; Estrada; Solano

et al., 2015) (véase anexo #10).

La linfadenomegalia esta presente en un 70-80%, y los signos clinicos generales (apatia,
adelgazamiento y atrofia muscular) que estan presentes en un 40-60% siendo también
muy frecuentes Leishmania (Solano-Gallego et al., 2001b; Baneth et al., 2008).

En la tabla #4 se puede observar muchos otros signos clinicos muy amplios que se indican

a continuacion.
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Tabla 4

Signos clinicos mas comunes de la leishmaniosis canina

Generales

Disminucion o aumento del apetito, Estado nutritivo
deficiente hasta la caquexia, atrofia muscular, letargo,
mucosas palidas, epistaxis, linfadenomegalia
generalizada,  hepato-esplenomegalia, cojera o0
inflamacion articular, fiebre, poliuria y polidipsia,
vOmitos, diarreas y alteraciones/ desequilibrios

vasculares.

Cutaneos o0 mucocutaneos

Oculares

Otros

Dermatitis exfoliativa (localizada o general), dermatitis
ulcerativa (uniones mucocuténeas, cojinetes o callos de
apoyo), dermatitis papular, dermatitis nodular, lesiones
en la trufa (similar a pénfigo-lupus), onicopatias,
hiperqueratosis nasodigital

Lesiones palpebrales, lesiones conjuntivales difusas o
nodulares, lesiones corneales (queratitis nodular,
queratoconjuntivitis p queratitis seca), lesiones de la
esclera (epiescleritis o escleritis difusa o nodular), uveitis
anterior difusa o granulomatosa, uveitis posterior
(coriorretinitis, hemorragia o desprendimiento de retina),
glaucoma, panoftalmia, lesiones de la érbita (granulomas
0 miositis)

Renales, gastrointestinales, cardiacos, reproductivos o

neurologicos

Fuente: (Roura; Mir6; Sainz; Estrada; Solano et al., 2015)
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Tablab

Porcentaje de aparicién de signos clinicos presentes en perros con Leishmaniosis por

L. Infantum
Signos clinicos %
Generales:
-Linfadenomegalia generalizada
-Pérdida de peso 49-90
-Caquexia 2-78
-Astenia 3-48
-Palidez de membranas mucosas 8-33
-Esplenomegalia 10-58
-Poliuria y polidipsia 10-56
-Fiebre 4-12
-VOmitos 4-36
-Diarrea 10

13

Cuténeos:
-Dermatitis exfoliativa no pruritica, con o 39,6-73,1
sin alopecia
-Dermatitis erosiva-ulcerativa 15,3-40
-Dermatitis nodular 2-17
-Dermatitis papular 0-1,6
-Dermatitis pustular 2-13
-Hiperqueratosis nasal 0-27,5
-Hiperqueratosis plantar 0-31
-Onicogrifosis 8-71,1
-Pioderma bacteriana 24
Oculares:
-Blefaritis 12
-Queratoconjuntivitis (comun o seca) 10-20
-Uveitis anterior 4-8
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Epistaxis 6-10
Articulares 1-16

Atrofia muscular 25

Alteraciones  vasculares (vasculitis, No cuantificado
tromboembolismo arterial)

Alteraciones neurologicas No cuantificado

Fuente: Informacion extraida de: Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Blavier et al., 2001,
Koutinas et al., 2001; Solano-Gallego et al., 2001c; Baneth et al., 2008; Manna et al., 2009; Shaw et al.,
2009; Noli y Saridomichelakis, 2014 y Saridomichelakis y Koutinas, 2014.

5.15 Alteraciones Laboratoriales

5.15.1 Proteinas séricas y proteinograma

e Hiperglobulinemia
e Hipoalbuminemia.

e Reduccion del cociente albumina/globulinas.

5.15.2 Hemograma

Anemia no regenerativa (leve o0 moderada).

Leucocitosis, linfopenia o leucopenia.

Trombocitopenia.

Trombocitopenia.

Alteraciones de la hemostasia secundaria y fibrindlisis.
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Tabla 6

Porcentaje de aparicién de alteraciones clinicopatoldgicas en la Lcan

Alteracion clinicopatoldgica (%)
Anemia 22-73
Leucocitosis 24
Neutrofilia 24
Linfopenia 44
Trombocitopenia 22-44
Hiperproteinemia 49-73
Hipoalbuminemia 28-68
Hiperglobulinemia 30-71
Reduccién ratio albumina/globulinas 63-76
Azotemia 12-24
Incremento de enzimas hepaticas 16-26
Proteinuria 46-72

Fuente: Informacién extraida de (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 1999; Koutinas et al., 2001;

Solano-Gallego et al., 2001c; Baneth et al., 2008; Shaw et al., 2009)

5.15.3 Perfil bioquimico/urianalisis

e Proteinuria (de leve a grave).

e Azotemia renal.

e Elevacion de la actividad de las enzimas hepaticas.
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5.16 Estadios Clinicos

Tabla7

Estadio clinico de la leishmaniosis canina basado en el resultado serolégico, signos

clinicos, alteraciones laboratoriales y prondstico

Estadio ) ) . Alteraciones de o
. Serologia Signos clinicos ) Prondstico
Clinico laboratorio
Por lo general, sin
alteraciones
Perros con signos clinico-
_ De negativos clinicos leves, patologicas
Estadio | o
a bajos niveles como observadas.
Enfermedad ) ) ) Bueno.
| de linfadenomegalia  Perfil renal
eve
anticuerpos. periférica, normal: creatinina
dermatitis papular. <1,4 mg/dl, sin
proteinuria
(UPC<0,5).
Perros que, ademas Alteraciones
de los signos que se  clinico-
enumeran en el patoldgicas, como
estadio Clinico I, leve anemia no
pueden presentar: regenerativa,
_ De bajos a lesiones cutaneas Hiperglobulinemi
Estadio Il ) De
elevados difusas 0 a 0
Enfermedad ) o ) ~ bueno a
niveles de simétricas, como hipoalbuminemia.
moderada _ o ) grave.
anticuerpos. dermatitis Subestadios:
exfoliativa, Perfil renal
Onicogrifosis, normal: creatinina
ulceraciones <1,4 mg/dl, sin

(plano nasal,

almohadillas,

proteinuria (UPC
<0,5).
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Estadio |11
Enfermedad

grave

Estadio IV
Enfermedad

muy grave

De medios a

elevados
niveles

anticuerpos.

De medios a

elevados
niveles

anticuerpos.

de

de

prominencias

Oseas, uniones
mucocutaneas),
anorexia, pérdida

de peso, fiebre y
epistaxis.

Perros que, ademas

de los signos
clinicos que
figuran en los

estadios | y |l
pueden presentar
signos clinicos
originados por las
lesiones

producidas por el

depdsito de
inmunocomplejos:

vasculitis, artritis,
uveitis y

glomerulonefritis.

Perros con los
signos clinicos que
figuran en el
estadio I, asi
como

tromboembolismo
pulmonar, 0
sindrome nefrético
y enfermedad renal

terminal.

Creatinina <1,4
mg/dl.

UPC=0,5-1.

Alteraciones
clinico-
patoldgicas
enumeradas en el
estadio clinico I
junto con aquellas
propias de la
enfermedad renal
cronica en estadio
| (UPC >1) O Il
(creatinina  1,4-2
mg/dl) de IRIS*
(IRIS, 2006).

Alteraciones
clinico-
patoldgicas
enumeradas en el
estadio 1l junto
con aquellas
propias de la
enfermedad renal
cronica en estadio
Il (creatinina 2-5
mg/dl) o IV

(creatinina > 5

De

reservado

a grave.

Grave
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mg/dl) de IRIS
(IRIS, 2006).
Sindrome
nefrotico:
marcada
proteinuria (UPC
> 5).

*Sociedad Internacional de Interés Renal (www.iris-kidney.com)

Fuente: (Solano-Gallego et al., 2009)

5.17 Infeccion o Enfermedad

En la Leishmaniosis canina, la infeccion no equivale a enfermedad, dada la alta
prevalencia de infecciones subclinicas. Es decir, en un area endémica, la presencia de
perros infectados es alta (una prevalencia cercana al 60%) comparada con el nimero de
perros realmente enfermos de Leishmaniosis (aproximadamente una prevalencia del 10-

30%) (Solano-Gallego et al., 2014).

Un perro infectado por Leishmania sano es aquel en el que podemos demostrar la
presencia del parasito y que generalmente tiene un nivel bajo de anticuerpos pero que
clinicamente esta sano (sin ninguna alteracion de laboratorio y sin signos clinicos) o con
signos clinicos o patologicos asociados a otras enfermedades concomitantes (Mir¢ et al.,

2013).

Un perro enfermo es aquel en el que se puede demostrar la presencia del parasito y

generalmente tiene un nivel medio-alto de anticuerpos, pero ademas tiene signos clinicos
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o de laboratorio directamente asociados a la presencia de Leishmania (Solano-Gallego et

al., 2001b; Baneth et al., 2008).

5.18 Diagnéstico

El diagndstico de la leishmaniosis canina es muy complejo, por la diversidad de signos
clinicos, el extenso rango de alteraciones clinicopatoldgicas inespecificas y las diferentes
respuestas inmunitarias del canino frente a la infeccion (Solano-Gallego et al., 2011). Por
lo cual es necesario el uso integrado de todos los resultados que deben incluir los datos
epidemioldgicos, signos clinicos compatibles, alteraciones clinicopatologicas,
diagnostico diferencial, asi como el uso de mas de una prueba diagndstica especifica para
demostrar la infeccion (citologia, técnicas moleculares, cultivo, histopatologia e
inmunohistoquimica) y la presencia de anticuerpos especificos IgG (serologia) (Noli &

Saridomichelakis, 2014).

Se han descrito muchas formas de poder identificar a los animales infectados, pero en
este estudio se usara el método Enzimoinmunoensayo (ELISA) (Rodriguez-Cortés et al.,

2013; Solano- Gallego et al., 2014) por lo cual se explicara a continuacion.

5.18.1 ELISA (Enzimoinmunoensayo)

Es una prueba especifica cuya sensibilidad es superior a la técnica de
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Rodriguez-Cortés et al., 2013; Solano- Gallego et
al., 2014). La sensibilidad y especificidad pueden oscilar entre 80 y 99,5% y entre 81y

100%, respectivamente (Marcondes et al., 2011a).
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Sus principales ventajas son la automatizacion, lo que permite procesar un gran nimero
de muestras simultaneamente, asi como una lectura espectrofotométrica objetiva vy, al

igual que la técnica de IFI, permite cuantificar titulos de anticuerpos especificos.

Se han desarrollado diversas variantes del método clasico (ELISA competitivo, Dot-
ELISA, FAST-ELISA) que son de gran utilidad en los estudios de campo por su
simplicidad, rapidez de ejecucion y sensibilidad, y en los estudios epidemiol6gicos en

areas endémicas de Lcan.

5.18.2 Informacion sobre la muestra a utilizar para el test ELISA de Leishmania

Las muestras deberan estar a temperatura ambiente (18-25°C) antes de iniciarse el

procedimiento de prueba.

En esta prueba se puede utilizar suero o plasma, ya sea fresco o que haya estado congelado

0 almacenado a 2-8°C.

El suero o plasma puede almacenarse hasta por 7 dias a 2-8°C. Para un almacenamiento

por mas tiempo, la muestra debe congelarse (20°C o menor temperatura).

EDTA o heparina en el plasma no afectara los resultados.

El procedimiento que se realiz6 para obtener los datos de los caninos positivos o negativos

fueron:

Realizar la extraccion de sangre del paciente canino que ingreso a la veterinaria San
Antoni para luego transferir 2 gotas de la muestra obtenida (sangre entera, suero o plasma)
a un tubo de muestra.
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El siguiente paso serd mantener el frasco en posicion vertical, afiadir 6 gotas de conjugado
al tubo de muestra y tapar el tubo de muestra, mezclarlo bien invirtiendo el tubo de 3a 5

VECesS.

Luego se colocaré el dispositivo sobre una superficie plana y se afiadira el contenido del

tubo de muestra a la cubeta de muestra.

La muestra fluira a través de la ventanilla de resultados llegando al circulo de activacion

en 30 a 60 segundos aproximadamente.

Cuando comience a aparecer color en el circulo de activacion se pulsara firmemente el

activador hasta que esté a nivel con el cuerpo del dispositivo.

Y finalizard Leyendo el resultado de la prueba a los 6 minutos (véase anexo #13).

5.19 Tratamiento

Hasta el momento no se han encontrado principios activos totalmente eficaces frente a la
Leishmaniosis canina. En la mayoria de los perros, tras el tratamiento, mejora el cuadro
clinico, pero no se produce la “curacion parasitoldgica”, y en muchos casos pueden

aparecer recaidas (Noli y Auxilia, 2005).

El principal objetivo del tratamiento de la Leishmaniosis canina es mejorar y/o reducir la
gravedad del cuadro clinico; el segundo, y no menos importante, es reducir la carga
parasitaria para intentar fomentar una mejor respuesta inmunitaria por parte del perro
enfermo (Oliva et al., 2010; Mir6 et al., 2011a; Otranto y Dantas-Torres, 2013).
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Ademas, el tratamiento permite reducir la transmision, ya que los perros tratados dejan

de ser infectantes, al menos durante un periodo de tiempo (Mir¢ et al., 2014).

En estudios realizados sobre el tratamiento y la transmision de la enfermedad demuestran
que, tras el tratamiento (antimoniales solos, en combinacion con alopurinol o formas
liposomadas), el poder infectarte de los perros se reduce o anula durante un periodo no
inferior a 4 meses (Guarga et al., 2002; Ribeiro et al., 2008; Miro et al., 2011a; Da Silva

etal., 2012).

La combinacion de glucantime y alopurinol posee una accion sinérgica, observandose
una mayor eficacia, permitiendo administrar dosis inferiores y durante menos tiempo, lo
que favorece la tasa de curaciones y que las recaidas ocurran mas tarde y espaciadas
(Baneth y Shaw, 2002; Noli y Auxilia, 2005; Manna et al., 2015). En el estudio de seis
afios de duracion llevado a cabo por Manna et al. (2015), en los nueve perros tratados con
esta combinacion se produjo una mejoria clinica y una reduccion significativa de la carga
parasitaria en LN a los 30 dias post-tratamiento, y tan solo se observo una recidiva en un

perro tratado con esta combinacion, a los 12 meses post-tratamiento.

Ademas, se consigue disminuir la presencia del parasito en la piel, reduciendo asi el poder
infectante de los perros a los fleb6tomos (Joao et al., 2006; Mir6 et al., 2011a). En perros
tratados Unicamente con glucantime también se ha observado mediante xenodiagnéstico
un porcentaje muy reducido de fleb6tomos infectados (Guarga et al., 2002). A su vez,
Ribeiro et al. (2008) detectaron una elevada reduccion de la capacidad infectante de los
perros sobre L. longipalpis, cinco meses tras el tratamiento con una formulacion

liposomada de antimoniato de n-metilglucamina.
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La combinacion de moléculas leishmanicidas con alopurinol (leishmaniostatico) es hoy
por hoy el tratamiento de eleccion de los perros enfermos de Leishmaniosis, siendo los
antimoniales pentavalentes, seguidos de la miltefosina, los protocolos reconocidos como
mas eficaces en las guias practicas editadas para veterinarios clinicos (Solano-Gallego et

al., 2011).

El alopurinol como monoterapia se utiliza en algunos casos, aunque la informacion
relativa a su eficacia es controvertida, sobre todo porque, al no ejercer un efecto
leishmanicida, no existe nunca un aclaramiento del parasito, siendo posible su deteccién

en todo momento (Bourdeau et al., 2014).

De entre todos los farmacos disponibles, los leishmanicidas mas utilizados son los
antimoniales pentavalentes (Glucantime® y Pentostam ®), seguidos de la miltefosina
(Milteforan®). La Anfotericina B en su estado natural o en su forma lipidica (Fungizona®
y AmBisome®, respectivamente), son muy poco utilizados en medicina veterinaria tanto
por su elevado precio como por su modo de aplicacion (via endovenosa). El
leishmaniostatico por excelencia es, por su inocuidad y eficacia, el alopurinol (Zyloric®)

(Mir6 y Molina, 2006).

Para realizar un tratamiento adecuado es preciso evaluar clinicamente al perro y
establecer una clasificacion clinica en funcion de la gravedad de los signos clinicos y/o
alteraciones clinico-patologicas que nos permitan decidir el tipo de intervencion a

realizar.
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5.19.1 Miltefosina

La miltefosina es una alquilfosfocolina, perteneciente al grupo de los alquilfosfolipidos,
que son analogos sintéticos de la lisofosfocolina. Originariamente se desarroll6 como
agente antineoplésico, el cual demostré capacidad parasiticida in vitro e in vivo tanto
frente a los promastigotes como a los amastigotes de varias especies de Leishmania (Farca

etal., 2012).

La miltefosina posee una vida media de eliminacién larga en perros (6,7 dias), lo que
conlleva una gran acumulacion del farmaco en plasma tras la administracion oral diaria
repetida (Woerly et al., 2009). En perros, la capacidad metabdlica para transformar la
miltefosina en metabolitos diferentes es baja y no existe una primera fase de

metabolizacion en el higado (Bianciardi et al., 2009).

Los mecanismos de accion antitumoral y leishmanicidas de la miltefosina no son del todo
conocidos. Una hipdtesis se basa en que la miltefosina se incorpora a la bicapa lipidica
de la membrana plasmatica del parasito, por sus caracteristicas anfipaticas, aumentando
la permeabilidad y alterando el metabolismo de los alquil-lipidos (Lux et al., 2000). Otra
hipdtesis sugiere que provoca alteraciones de la membrana flagelar de los promastigotes
y defectos en la sintesis de fosfolipidos (Santa-Rita et al., 2000). En cualquier caso,

termina produciendo la muerte celular por apoptosis (Paris et al., 2004).

Los efectos adversos de la miltefosina incluyen disorexia, vomitos y diarreas leves y
autolimitantes (Woerly et al., 2009; Miro, 2013a). Debido a su baja nefrotoxicidad, la
miltefosina se ha recomendado para tratar perros con leishmaniosis e IRC, en lugar de los
antimoniales (Bianciardi et al., 2009). De hecho, en el estudio llevado a cabo por Mir¢ et

al. (2009) con perros con niveles elevados de creatinina, urea y ratio UPC, toleraron el
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tratamiento con miltefosina a la dosis recomendada y no mostraron empeoramiento de

estos parametros.

5.19.2 Alopurinol

El alopurinol es un analogo estructural de la hipoxantina, que es metabolizado por los
parasitos de Leishmania para producir un analogo inactivado de inosina. Este es
incorporado en el ARN de Leishmania causando la formacion de sustancias toxicas que
conllevan un error en la sintesis proteica, actuando como parasitostatico (Baneth y Shaw,
2002).

La dosis habitual empleada es de 10-20 mg/kg/dia (v.0.), repartida en 2 tomas como
terapia de mantenimiento a largo plazo, entre 6 y 18 meses. La duracion del tratamiento
con alopurinol no estd bien definida (Solano-Gallego et al., 2011). Recomiendan
interrumpir la dosis de alopurinol cuando se consiguen las condiciones siguientes: 1) Una
recuperacion fisica y clinicopatoldgica completa al menos durante un afio desde el inicio

del tratamiento, y 2) una reduccion marcada del titulo de anticuerpos.

Este compuesto se utiliza ampliamente en Europa, ya que es seguro, econémico, se
administra por via oral y no se emplea para tratar la leishmaniosis humana (Torres et al.,
2011). El interés en el uso del alopurinol reside sobre todo en la prevencion de las
recidivas, ya que cuando se administra por periodos superiores a 5 meses, la probabilidad
de recidivas es mucho menor que cuando se administra Unicamente antimoniato de n-
metilglucamina (4-11% frente a 32-100%) (Noli y Auxilia, 2005).

A pesar de que los efectos adversos causados por el uso de alopurinol son poco frecuentes,
la funcion hepatica y renal deben monitorizarse durante su uso prolongado, ya que puede
producirse xantinuria y la formacién de urolitos de xantina en aproximadamente el 12%
de los perros tratados (Torres et al., 2011). No obstante, haciendo urianalisis periédicos,
Ilevando una alimentacion equilibrada y asegurando una correcta hidratacion se previenen
episodios de urolitiasis (Torres et al., 2011), y en perros con tratamientos prolongados se
pueden monitorizar las posibles nefrolitiasis con ecografia abdominal (Mir6, 2013).
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5.19.3 Domperidona

Es un farmaco procinético gastrico y antiemetico con actividad anti-D2 (antagonista de
la dopamina). Estimula la produccion de serotonina, la cual incrementa la secrecion de
prolactina (Berczi et al., 2000). La prolactina tiene la capacidad de estimular la respuesta
inmune celular mediada por linfocitos Thl CD4+, con la liberacion de IL-2, 1L-12, IFN-
v v FNT-a. Esto induce una activacion de macréfagos y células NK, seguida de una

reduccion de LTh2 CD4+ y FNT-B (Hinterberger-Fischer, 2000; Matera y Mori, 2000).

Sabaté et al. (2014) investigaron la eficacia de la domperidona en la prevencion vy el
tratamiento de la Lcan a la dosis recomendada (0,5 mg/kg/12 horas durante 30 dias, v.0.,
cada 4 meses). Para ello compararon dos grupos de perros seronegativos, uno tratado con
domperidona y otro sin tratar, residentes en una zona altamente endémica de L. infantum.
Durante 21 meses de seguimiento observaron una tasa de prevencion del 77% en los
animales tratados, y una reduccion del riesgo de presentar signos clinicos de
Leishmaniosis 7 veces inferior al de los no tratados. En comparacion, la vacuna
actualmente comercializada en Espafia (CaniLeish®, Virbac), bajo condiciones similares
presenta una reduccién de riesgo de padecer Lcan de 4 veces en animales vacunados

(Bongiorno et al., 2013).

En cuanto a los efectos adversos que se han descrito para la domperidona son poco
frecuentes, leves y autolimitantes, como galactorrea a los 7-9 dias del inicio del
tratamiento y diarrea leve (Sabaté et al., 2014). No se han descrito alteraciones
neuroldgicas asociadas a la domperidona puesto que no atraviesa la barrera

hematoencefalica (Matera y Mori, 2000).
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Tabla 8

Relacion de los principios activos y posologia recomendados en el tratamiento de la

leishmaniosis canina, asi como los principales efectos adversos relacionados con su uso.

Principio activo

Posologia

Via de

administracion

Efectos adversos

Antimoniato

meglumina

Miltefosina

Alopurinol*

Domperidona***

de

75-100 mg/kg al dia
4-6

(siempre

durante
semanas

con alopurinol)

2 mg/kg al dia
durante 4 semanas
(siempre con
alopurinol)

10 mg/kg/12 horas,

durante minimo 12

meses en la
mayoria de los
casos

0,5 mg/kg/24h

durante 4 semanas

Subcutanea

Oral
comida)

(Junto con la

Oral

Oral

Leve azotemia **
Abscesos

cutaneos/ celulitis

Trastornos
digestivos
(disorexia,
vomitos,

diarreas)
Xantinuria

Nefrolitiasis por

Xantina

Galactorrea

*Producto no registrado en la Unién Europea para uso veterinario

* Puede incrementar levemente la urea y/o creatinina, pero generalmente es reversible al

interrumpir temporalmente el tratamiento

*** Inmunomodulador estudiado en estadios leves de la enfermedad.

Fuente: (Solano-Gallego et al., 2009 y 2011; Oliva et al., 2010)
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Tabla 9

Principales protocolos de tratamiento empleados en la Leishmaniosis canina

Protocolos Farmacos y posologia

Antimoniato de meglumina
(75-100 mg/kg al dia, 4-6 semanas)

+
Primera eleccion _
Alopurinol (10 mg/kg/12 horas, 12

meses)

Miltefosina (2 mg/kg al dia, 4 semanas) +
Alopurinol s6lo (10 mg/kg/12 horas, 12

Segunda eleccidn
meses)

Alopurinol solo

(10 mg/kg/12 horas, 12 meses)
Alternativos Domperidona sola

(0,5 mg/kg/24 horas, 4 semanas)

Otras opciones: antibidticos y otros

Fuente: (Solano-Gallego et al., 2009 y 2011; Oliva et al., 2010)
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VI. ANTECEDENTES

Gélvez y Montoya (2020) realizaron un reciente mapa de seroprevalencia de
leishmaniosis canina en Espafia sitla las regiones de Andalucia, Baleares, Murcia,
Valencia, parte de Catalufia y las provincias de Ourense y Céaceres como las mas

castigadas, con porcentajes de perros seropositivos por encima del 17% (véase anexo #1).

Segun Miro et al., (2012) La edad parece ser un factor de riesgo importante ya que se ha
detectado una distribucion bimodal de prevalencia de la enfermedad: en edades tempranas

hasta los 3-4 afios y a partir de los 7-8 afios.

Otros estudios como el de Cortés et al., (2012) muestran una menor tasa de infeccién en
perros menores de dos afos, mientras que los perros con edades comprendidas entre 5-8
afios, mientras que Mird et al (2007b) indica que los mayores de 7 afios son los que se
infectan con maés frecuencia. De forma similar, Cardoso et al., (2004) observaron un
riesgo de seropositividad en los animales de 9-11 afios, dos veces superior al de los perros

menores de dos afos.

Schallig et al., (2013) manifestd que el sexo por lo general no se considera un factor
determinante. Sin embargo, algunos autores como Miranda et al., (2008) sefialan una
mayor prevalencia en machos, lo cual podria atribuirse a su mayor comportamiento

itinerante.

Cortés et al. (2012) observaron que los perros mestizos eran menos propensos a la
infeccidn, mientras que los perros de razas exoticas puras poseian mayor riesgo. A su vez,
Franca-Silva et al., (2003) ha descrito un mayor riesgo en los perros de pelo corto, lo que

facilita la picadura de los fleb6tomos.
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Solano-Gallego et al., (2000) sugiere que, aunque en teoria, todas las razas son
susceptibles a la infeccion por L. infantum, algunas razas autéctonas como el Podenco
Ibicenco y mestizos de dicha raza se consideran mas resistentes a la infeccion y Chicharro

(2005) expresa que no suelen presentar signos clinicos.

En una investigacion realizada por Miranda (2008) sobre las razas indica que el Caniche
o el Yorkshire terrier parecen presentar porcentajes significativamente mas bajos de

infeccion comparados con las poblaciones de referencia.

Por el contrario, Quilez et al., (2012) sugiere que, en perros de raza Bdxer, Cocker
Spaniel, Rottweiler, Doberman y Pastor Aleman parecen ser mas susceptibles a padecer

la enfermedad.

Martin-Sanchez et al., (2009) expresa que asociada a la raza se encuentra el tamafio del
animal, el cual es considerado en algunos estudios como una variable epidemiolégica
relacionada con la infeccion por L. infantum, de manera que se han observado
seroprevalencias mas elevadas en razas grandes que en razas pequefias. Mientras que
Miré et al., (2011b) indica que una posible explicacion seria que una mayor masa corporal
conlleva una mayor superficie expuesta a la picadura del vector, como se ha sugerido para

otras enfermedades transmitidas por vectores en perros, como la thelaziosis.

Mird (2013) sefiala que este hecho también podria estar relacionado con la aptitud del
perro, ya que los perros de talla media/grande son los mas frecuentemente utilizados en
actividades de pastoreo o guarda, pasando periodos de tiempo mas largos en el exterior y

estando, por tanto, mas tiempos expuestos a los flebétomos.

Reisen (2010) expresa que, la temperatura condiciona la supervivencia de los fleb6tomos
y la velocidad de desarrollo de cada una de las etapas de su ciclo bioldgico, tal como lo
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expone El-Badry et al., (2008), tanto los adultos como los estadios larvarios del vector
son muy sensible a las altas temperaturas y a la escasez de humedad, lo cual pone en
manifiesto que la cantidad de fleb6tomos en un area esté influenciada por las condiciones
climaticas y los factores fisicos medioambientales, lo que facilita la estimacion del riesgo

de brotes de leishmaniosis.

Alam et al., 2009; Chelbi et al., 2009 y Martin-Sanchez et al., 2009 revelaron que, la
cercania de los perros seropositivos y de las clinicas veterinarias con mayor incidencia de
Lcan a los focos de DAP del vector, confirman que las densidades del vector se
encuentran estrechamente correlacionadas con la infeccion por L. infantum. Por tanto, las
densidades de los vectores podrian ser utilizadas como un indicador del riesgo de

aparicion de la Lcan en un area determinada.

Castillejo (2007) declara que, P. perniciosus presenta una fluctuacién de tipo diféasica, con
una elevacion hacia el mes de julio (verano) y otra hacia el mes de septiembre (otofio),
mientras que P. ariasi presentd una sola elevacion de actividad en el mes de agosto,
mientras que, Géalvez (2011) en su estudio doctoral indicé que, los maximos de actividad
de ambos vectores tuvieron lugar siempre entre los dos maximos de lluvias, en primavera
y otofio, esto orienta a saber durante que épocas del afio el riesgo de transmision es mucho

mas elevado.
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VIlI. HIPOTESIS

7.1 Hipdtesis General

0
%

0
%

Ho: La frecuencia de casos de Leishmaniosis en la Clinica Veterinaria Sant
Antoni- Espafia en el periodo de 2015 a 2020 es igual o menor al 17%.
Ha: La frecuencia de casos de leishmaniosis en la Clinica VVeterinaria Sant Antoni-

Esparia en el periodo de 2015 a 2020 es mayor al 17%.

7.2 Hipotesis Especificas

Ha: La frecuencia de Leishmaniosis en los perros que ingresaron a la clinica
veterinaria es mayor al 17%.

Ha: La raza es un factor de riesgo para la infeccion de Leishmania en caninos.
Ha: Hay mayor incidencia de casos en caninos menores de 3 afios y mayores de 8
anos.

Ha: La edad es un factor de riesgo para la infeccion de Leishmania en caninos.
Ha: La estacionalidad es un factor de riesgo para la infeccion de Leishmania en
caninos.

Ha: El tamafio es un factor de riesgo para la infeccion de Leishmania en caninos.

Ha: El sexo es un factor de riesgo para la infeccion de Leishmania en caninos.

VIIl. MATERIALES Y METODOS
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8.1 Lugar de Ejecucion

El presente estudio se realizd en el Centro Clinico Veterinario Sant Antoni que se
encuentra en el municipio de Pucol dentro de la ciudad de Valencia en Espafia con

direccién en Avda. Alfinach, 8 46530 Puzol.

Péagina Web: http://www.clinicasantantoni.com

GPS: Latitud: 39.616132 (39° 36° 58.08" N) Longitud: -0.310575 (0° 18’ 38.07" W).

8.2 Tipo y Disefio de Investigacion

El presente estudio es de tipo descriptivo y retrospectivo analizandose la informacion
desde enero del 2015 a enero del 2020.

Esta investigacion descriptiva se encuentra orientada en detallar las caracteristicas de
grupos o fendmenos. El objetivo de utilizar una investigacion descriptiva es de analizar
la frecuencia de casos de Leishmaniosis canina en la Clinica Veterinaria Sant Antoni en
Valencia-Espafia. Los informes de cada canino mas sus resultados ante la prueba de
ELISA fueron utilizados como base para saber cuantos casos positivos de Leishmaniosis

se obtuvieron a lo largo de 5 afios en la Clinica Veterinaria.

Variables independientes
e Sexo de los canino
e Edad de los caninos
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e Raza de los caninos
e Tamafio de los caninos

e Estacionalidad

Variable dependiente

e Test de Leishmania

8.3 Operacionalizacion de la variable

Variable Escala de | Definicién Dimensiones Indicadores
Medida Operacional
Edad Nominal 1. Cachorros:
0alafo
2. Adultos 2 a
Conocer las edades 7 afios
de los caninos Meses y afios 3. Geriatricos
testados de 8 afios
en adelante
Raza Nominal Raza definida y Genética 1. Raza no
raza no definida definida
2. Raza
definida
Estacionalidad | Ordinal Especificar las Tiempo 1. Primavera
estaciones del afo 2. Verano
CON MAs casos 3. Otofio
4. Invierno
Sexo Nominal Género de los 1. Hembra
pacientes caninos Sexo 2. Macho
Tamafo Ordinal Conocer el tamafio 1. Pequefio
de los caninos Tamafio 2. Mediano
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3. Grande

Teste ELISA | Binomial Observacion  de
(Leishmania) los resultados en la Colorimétrico 1. Positivo
prueba 2. Negativo

8.4 Muestreo

La poblacién en la que se realiz6 el presente estudio estd conformada por todas las
historias clinicas de caninos positivos a la prueba diagndstica de Leishmania en la Clinica

Veterinaria Sant Antoni en los Ultimos 5 afios.

8.5 Tamano de Muestra

El tamafio de la muestra son todas las historias clinicas de caninos a los que se les realizd

la prueba de Leishmania en la Clinica Veterinaria Sant Antoni en los Gltimos 5 afios.

8.6 Instrumentos de Recoleccion de Datos

La informacidn se obtuvo a través de la observacién y revision de los informes clinicos
de todos los caninos a los que se les realizo la prueba de Leishmania en la Clinica
Veterinaria Sant Antoni. El instrumento que se utilizd para la recoleccion de datos es el
programa Win Vet del cual se observd y se extrajo la informacion necesaria

transfiriéndola a una hoja de datos elaborada en Microsoft Excel®.
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8.7 Procedimiento de Prueba

El estudio comprende la revision de la base de datos del programa Win Vet (véase anexo
#12) en el cual cada paciente luego de haber sido sometido al descarte de Leishmania
pasaron a ser registrados en el programa antes mencionado indicando si fueron positivos
0 negativos y del cual se extrajo la informacion y fue ingresada al programa Excel en el
cual se realizaron las fichas y tablas correspondientes.

El analisis que se realizo es descriptivo-correlacional, presentando los resultados por
medio de tablas y gréficos.

Las variables de estudio se realizaron con pruebas de asociacion estadistica, como lo es
la prueba de chi-cuadrado (y?) utilizada para determinar la existencia 0 no de
independencia entre variables y la Razon de probabilidades (Odds Ration) como
herramienta estadistica/epidemioldgica para comunicar los resultados de asociacion que

indica la fortaleza en la relacion entre dos variables.

8.8 Aspecto Etico

Para realizar esta investigacion, los propietarios de la Clinica Veterinaria San Antoni
firmaron un documento el cual acredita el permiso para realizar dicha investigacion.
Todos los informes clinicos obtenidos y evaluados en los pacientes caninos que llegaron
a la Clinica Veterinaria Sant Antoni durante los Gltimos 5 afios (2015-2020), seran
utilizados unica y netamente de forma confidencial, que tiene como fin el desarrollo del

presente estudio. (véase anexo #11).
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IX. RESULTADOS

A lo largo del periodo de estudio comprendido entre los afios 2015 — 2020 en la Clinica
Veterinaria Sant Antoni en el municipio de Puzol, provincia de Valencia-Espafia, se
revisaron un total de 1300 registros de caninos a los que se les realizo el descarte de
ELISA para leishmaniosis, de los cuales 275 registros de caninos fueron positivos a
leishmaniosis canina y 1025 negativos, siendo la poblacidn analizada en este estudio, asi
pues fueron distribuidos en 5 variables como lo son, casos positivos segun edades, casos

positivos segun raza, casos positivos segun estacionalidad, sexo y tamafio.

Tabla 1

Frecuencia de animales testados que dieron positivos a Leishmania en la Clinica
Veterinaria Sant Antoni durante el periodo 2015-2020.

PERIODOS n POSITIVOS % NEGATIVOS

2015 128 50 39,06 78

2016 210 57 27,14 153
2017 191 30 15,71 161
2018 236 42 17,80 194
2019 275 57 20,73 218
2020 260 39 15.00 221
Total 1300 275 21,15 1025

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

Los resultados obtenidos para la frecuencia de animales testados que dieron positivos a
Leishmania en la Clinica Veterinaria Sant Antoni durante el periodo 2015-2020 se
observd que, en la informacion reunida de 6 afios, se obtuvieron un total de 1300

pacientes, de los cuales 275 (21,15%) fueron positivos a la prueba de Leishmania. Siendo
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el 2015 el afio con mayor proporcién de animales positivos 39,06% (50/78), seguido por
el afio 2016 con una proporcion de casos positivos del 27,14% (57/153), estos valores se

encuentran reflejados en la tabla 1.

Tabla 2

Frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis segin la edad de la poblacion estudiada
de caninos durante el periodo 2015-2020.

EDAD POSITIVO % TOTAL
Cachorro 43 15,03% 286
Adulto 215 25,18% 854
Geriatrico 17 10,63% 160
TOTAL 275 21,15 % 1300

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

Prueba ¥ a=0,05 gl=2. p <0,005.

Con respecto a la variable edad, se evidencia que de la poblacion canina positivos a
Leishmania, los caninos adultos son la poblacion con mayor proporcion de casos
positivos 25,18% (215/854) en comparacion con la proporcion de los cachorros con
15,03% (43/286) de casos positivos y los geriatricos siendo esta Gltima la poblacion con
menor proporcion de caninos positivos a Leishmania 10,63% (17/160), los resultados se

recogen en la tabla 2.
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Tabla 3

Frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis segln la raza de la poblacion estudiada

de caninos durante el periodo 2015-2020.

RAZA POSITIVOS % TOTAL,
Definida 172 19,26 893
No definida 103 25,31 407
TOTAL 275 21,15 1300

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

Prueba ¥ a=0,05 gl=1 p<0,025

En cuanto a la raza, se puede considerar que hubo mayor proporcion de casos positivos a

Leishmania en los caninos de raza no definida 25,31% (103/407) frente a los de raza

definida 19,26% (172/893), evidentes en la tabla 3.

Tabla 4

Frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis segun el sexo en la poblacion estudiada

de caninos durante el periodo 2015-2020.

SEXO POSITIVO % TOTAL
Hembra 106 18,50 573
Macho 169 23,25 727
TOTAL 275 21,15 1300

Fuente: Elaboracion Propia — 2023
Prueba % 0=0,05 gl=1 p<0,05
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Con respecto al sexo, se observé que de la poblacion positiva de caninos hubo una mayor
proporcion de casos positivos a Leishmania en Machos 23,25% (169/727) a diferencia de

las hembras 18,50 % (106/573), estos resultados se exponen en la tabla 4.

Tabla b

Frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis segun el tamafio en la poblacion
estudiada de caninos durante el periodo 2015-2020.

TAMARNO TOTAL,
POSITIVO %
GENERAL
Pequefio 37 10,19 363
Mediano 108 24,32 444
Grande 130 26,37 493
TOTAL 275 21,15 1300

Fuente: Elaboracion Propia — 2023
Prueba y>. 0=0,05 gl=2 p<0,005

Continuando con el analisis de los resultados, acerca del tamafio se observo que la mayor
frecuencia de casos positivos a Leishmania se encontrd en la poblacion de caninos de
tamafo grande 26,37% (130/493), seguido por el tamafio mediano 24,32% (108/444),
siendo el tamafio pequefio 10,19% (37/363) la poblacion con menor frecuencia de casos

positivos la cual se detalla en la tabla 5.
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Tabla 6

Frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis segun la estacionalidad en el municipio

de Puzol, provincia de Valencia-Espafa durante el periodo 2015-2020.

TOTAL,
ESTACIONES POSITIVO %
GENERAL

INVIERNO
(21 de diciembre al 37 14,68% 252
20 de marzo)
PRIMAVERA 90 22,22% 405
(20 de marzo al 21
de junio)
VERANO

o 97 25,87% 375
(21 de junio al 23
de septiembre)
OTONO
(23 de septiembre

o 51 19,03% 268

al 21 de diciembre)
TOTAL 275 21,15% 1300

Fuente: Elaboracion Propia — 2023
Prueba y>. a=0,05 gl=3 p<0,01

Por ultimo, en cuanto a las estaciones, se observo que hubo mayor frecuencia de casos

positivos a Leishmania entre verano 25,87 % (97/375), primavera 22,22 % (90/405) y

otofio 19,03% (51/268) respectivamente, siendo invierno la estacion con menor

frecuencia de casos positivos a Leishmania 14,68 % (37/252) como se demuestra en la

tabla 6.
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Tabla 7

Evaluacion de los factores de riesgo asociados al diagnéstico de Leishmaniosis canina

IC-OR al
FACTOR 12 p OR
95%

EDAD
Adulto -(Geriatrico + 24,14 <0,005** 2,16 1,59 ; 2.94**
Cachorro)
RAZA

o o 6,13 0,025>p>0,01* 1,42 1,08;1,87*
Indefinida - Definida
SEXO

4,33 0,05>p>0,025* 1,33 1,02;1,74 *

Macho - Hembra
TAMANO
Pequefio — (Grande + 36,28 <0,005** 3 2,09 ; 4,28 **
Mediano)
ESTACIONALIDAD
(Primavera + verano) - 9,3 < 0.005** 1,55 1,16; 2,05 *

(Otofio + Invierno)

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

En esta Gltima tabla se muestra un resumen acerca de la evaluacion de los factores de
riesgo asociados al diagnostico de Leishmaniosis canina, en el cual podemos observar los
valores de chi cuadrado, probabilidad, Odds ratio y el intervalo de confianza al 95% para

cada factor mencionado anteriormente.
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X. DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion fue conocer la frecuencia de los casos positivos
de Leishmaniosis Canina y determinar si existe asociacion con la edad, raza, tamafio,
estacionalidad y sexo respectivamente, en la Clinica Veterinaria Sant Antoni en el
municipio de Pugol, provincia de Valencia-Espafia en el periodo 2015-2020, y tomar en

consideracion que es una enfermedad de Salud Publica.

Partiendo de los 1300 caninos registrados, a los que se les encontro6 en su ficha que fueron
diagnosticados con la prueba de Leishmaniosis Canina en el periodo 2015-2020, fueron
negativos 1025 caninos registrados, mientras que 275 (21,15%) fueron los casos

registrados como positivos en la poblacion canina.

Los resultados obtenidos demostraron que Valencia siendo una ciudad portuaria, ubicada
en la costa sureste de Espafia (Mediterraneo), tiene un porcentaje de caninos positivos del
21, 15% (275/1300) analizada en una sola Clinica; estos datos guardan relacion con lo
sostenido por Galvez y Montoya (2020) quienes evidencian, en el mapa de
seroprevalencia que realizaron, un porcentaje de perros seropositivos por encima del
17%, siendo esta una regién hiperendémica, por lo que podriamos relacionar el aumento
del porcentaje debido a factores como el aumento de las cantidades del vector en la zona
y el alargamiento de las estaciones con temperaturas calidas para el vector. Por otra parte
se conoce que es una zoonosis “descuidada” la cual sigue sin tener la visibilidad que
necesita, también se podria atribuir al hecho de que el cambio climéatico aumenta la

proliferacion del flebétomo (Patz et al., 2000; Sutherst, 2004; Jacob, 2008; Slenning,
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2010), debido a esto los perros se encuentran en mayor riesgo permanente de contraer la
infeccion, aumentando las probabilidades al estar en area rural e hiperendémica de
Leishmaniosis. Por otro lado podria deberse al poco cuidado que reciben algunos caninos
con respecto a la proteccion antiparasitaria y repelentes, asimismo fueron caninos a los
que se les realiz6 el examen como rutinario, independientemente de si tenian signos

clinicos o no.

En los resultados de Miro et al., (2012) expuso que la edad parece ser un factor de riesgo
importante en la prevalencia de la enfermedad siendo las edades tempranas hasta los 3-4
afios y a partir de los 7-8 afios. Sin embargo Cortés et al., (2012) muestra una menor tasa
de infeccion en perros menores de dos afios, y mayor tasa de infeccién en perros con
edades comprendidas entre 5-8 afios, los cuales guardan completa relacion con este
estudio el cual tuvo como resultado que los animales adultos (2 -7 afios) fueron los
caninos con un mayor frecuencia de casos positivos 25,18% (215/854) a comparacion
con los otros grupos etarios en los cuales encontré que los cachorros (0 - 1 afio) mostraban
una menor proporcion de casos, Mir0 et al., (2007b) indica que los animales mayores de
7 afos son los que se infectan con mas frecuencia y de forma similar Cardoso et al.,
(2004) que también observo que el riesgo en animales de 9-11 afios era dos veces superior
a los cachorros, lo cual difiere con los resultado de este estudio el cual indica que los
animales geriatricos (8 afios en adelante) fueron los caninos con menor riego de infeccion
que los cachorros, esto podria deberse a que los caninos en la edad adulta son animales
que suelen ser sacados a pasear con mayor frecuencia y suelen estar en los chalets o
durmiendo en el exterior, a comparacion de los caninos cachorros al estar en proceso de
vacunacion y ser pequefios se les protege un poco mas y en caninos geriatricos tiene

menor exposicidn a la calle y permanecen dentro de casa.
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Por otro lado, con respecto a los casos positivos en relacion a la raza, no es acorde con
los resultados mencionados por Cortés et al., (2012) en el que se expuso que los perros
mestizos eran menos propensos a la infeccion, mientras que los perros de razas exdticas
puras poseian mayor riesgo, debido a que en este estudio se observo que los de raza no
definida fueron quienes obtuvieron la mayor proporcién de casos positivos 25,31 %
(103/407) en comparacion con los de raza definida 19,26% (172/893), esto puede deberse
a que fueron caninos de albergue, los cuales fueron recogidos de la calle y no tuvieron
una correcta proteccion antiparasitaria y repelentes, también puede deberse a que algunos
albergues no cuentan con las instalaciones correctas con mosquiteras para impedir el
ingreso de los fleb6tomos, pudiendo contraer la infeccion cuando vivian en la calle o
podria deberse al hecho de que los caninos de raza definida estuvo representado por el
doble de la poblacion en este estudio mientras que los de raza no definida tuvieron una

poblacion menor.

En los resultados de Solano-Gallego et al., (2000) expone que aunque en teoria, todas las
razas son susceptibles a la infeccion por L.infantum, el Podenco ibicenco y los mestizos
de dicha raza se consideran mas resistente, lo cual concuerda con el resultado en este
estudio considerandose al Podenco ibicenco con 0 casos positivos, resistente a la
infeccion, esto debido a que desarrollan una mayor respuesta de anticuerpos contra la
saliva del fleb6tomo vector de Leishmania y presentan una respuesta inmune especifica

contra Leishmania.

En cuanto a los casos positivos respecto a la raza especifica, en este estudio se encontro

que las razas puras mas susceptibles fueron el Pastor Aleman, Labrador Retriever, Boxer,
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Cocker Spaniel y Rottweiler, estos guardan relacion con lo que sugiere Quilez et al.,
(2012), de igual forma como fueron reportadas por Miranda et al., (2008); Rondon et al.,
(2008) y Perego et al., (2014) de que estas razas son més susceptibles a la infeccion, con
excepcion del Doberman en el cual en este estudio solo se obtuvo 1 registro positivo, esto
se podria explicar como una incapacidad de estas razas a no poder emplear una respuesta
inmunitaria adecuada para eliminar los parasitos de L.infantum (Franca-Silva et al., 2003;

Miranda et al., 2008).

Por el contrario, Miranda (2008) sugiere que el Caniche o el Yorkshire terrier parecen
presentar porcentajes significativamente méas bajos de infecciéon (0,5 %), mostrando
concordancia con el resultado encontrado en este estudio el cual el Caniche toy obtuvo
un porcentaje del 0% de casos positivos y el Yorkshire terrier fue una de las razas con
menos proporcion de casos positivos 1,82 %, Esto debido a que algunos autores como
Ciaramella et al., (1997) y Miranda et al., (2008) atribuyen esto al hecho de que estos
animales viven mayoritariamente en interiores, lo que probablemente reduce sus

posibilidades de contacto con el flebdtomo.

Con respecto a la frecuencia de positivos respecto al sexo, Schalling et al., (2013) en el
resultado de sus estudios expuso que el sexo por lo general no se consideraba un factor
determinante. Sin embargo Miranda et al., (2008) sefial6 una mayor prevalencia en
machos, en esto guarda relacion con lo obtenido en este estudio siendo los machos el sexo
con mayor proporcion de casos positivos 23,25% (169/727) y la hembra con 18,50%
(106/573) de casos positivos, el cual podria deberse al comportamiento itinerante del
macho, hay que considerar que los caninos machos se utilizan mas frecuentemente como

guardianes en el exterior de los domicilios, quedando asi mas expuestos a la picadura del
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fleb6tomo como lo sugiere Amusategui et al., (2003), también puede deberse a la
preferencia de las personas por los caninos machos ya que hasta el momento no se indica

una posible razén bioldgica que explique ese comportamiento.

En base a los resultados obtenidos en este estudio con respecto a los casos positivos y el
tamafio, se extrajo que los caninos de tamafio grande obtuvieron una mayor frecuencia de
casos positivos 26,37% (130/493), mientras que el tamafio mediano obtuvo 24,32%
(108/444) de casos positivos y los de tamafio pequefio solo un 10,19% (37/363) de casos
positivos , lo cual es congruente con lo mencionado por Martin-Sanchez et al., (2009)
quienes expresan que se han observado seroprevalencia més elevada en razas grandes que
en pequefas, esto se sustenta con lo dicho por Miré et al., (2011b) quien explica que una
posible explicacion seria que una mayor masa corporal conlleva una mayor superficie

expuesta a la picadura del vector.

Mientras que Mir6 (2013), sefiala en su estudio que este hecho podria estar relacionado a
la aptitud del perro, ya que los perros de talla grande/media son los mas frecuentemente
utilizados en actividades de pastoreo o guarda, pasando tiempos mas largos en el exterior
y estando, por tanto, mas tiempo expuestos a los flebétomos, tal como pasa en este estudio
los cuales los perros pasan mas tiempo en el exterior por el tipo de casa que tienen en
estos pueblos ya que sus propietarios en la mayoria son personas mayores y aun piensan

que el perro debe permanecer fuera.

Por ultimo en cuanto a la estacionalidad con respecto a los casos positivos, no se encontrd
antecedente alguno sobre este, debido a que la mayoria de los estudios estan relacionados

a estacionalidad con el fleb6tomo causante de la enfermedad (Vector-Estacionalidad),
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mientras que en este estudio se estudia los casos positivos con respecto a la estacionalidad
(Reservorio-Estacionalidad), el cual se observé que verano es la estacion donde se
encontré una mayor proporcion de casos positivos 25,87% (97/375), siendo septiembre
el mes con mayor porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina, seguido por la
primavera con 22,22% (90/405) de casos positivos. Esto puede deberse a que el periodo
que transcurre desde que se produce el contagio hasta que se muestran los sintomas puede
variar mucho o simplemente no presentar sintomas, debido a esto el periodo de
incubacién no depende en absoluto del momento del afio en el que nos encontremos, ni

del momento en el que se haya contagiado.
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Xl.  CONCLUSIONES

Se determiné que la frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis Canina en el
periodo 2015-2020 en la Clinica Veterinaria Sant Antoni en el municipio de

Pucol, provincia de Valencia-Espafia es de un 21,15 %.

Los caninos positivos a Leishmaniosis Canina segun el grupo etario mas
representado estuvo comprendido por los caninos adultos de entre los 2 y 7 afios

de edad.

Los casos positivos a Leishmaniosis Canina fueron en mayor proporcion machos

siendo significativa en la positividad a la infeccion.

En la totalidad de la poblacién canina infectada, los de raza mestiza fueron los que
presentaron un mayor porcentaje de casos positivos, encontrandose asociacion

significativa entre la raza y la infeccion.

Las razas definidas como el Pastor Aleméan, Labrador Retriever, Boxer, Cocker
Spaniel y Rottweiler se encontrd una predisposicion a la infeccion destacandose

de todas las demas razas.

Los caninos de tamafio grande tuvieron un porcentaje superior de casos positivos

a Leishmaniosis.

76



La estacionalidad muestra asociacion con los casos clinicos positivos, siendo

verano el mes con mas frecuencia de casos positivos a Leishmaniosis.

La edad, el tamafio y la estacionalidad fueron los factores de riesgo con mayor

significancia en el estudio.
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XIll. RECOMENDACIONES

¢ Las medidas preventivas ante esta enfermedad son primordiales para el control y
una posible erradicacion de la Leishmaniosis por lo cual, para evitar la picadura
del mosquito es fundamental el uso de productos antiparasitarios externos como
repelentes en forma de pipetas, collares, aerosoles entre otros, en todo el afio y en

especial durante el periodo estacional del mosquito.

¢ Otra de las medidas a tomar es evitar que los caninos duerman en el exterior
durante la noche, pues los mosquitos suelen tener preferencia por los habitos

nocturnos.

¢ En casa colocar mosquiteras y pantallas impregnadas de piretroides o repelentes.

¢ La Vacunacion de los animales sigue siendo un punto importante como medida
preventiva de la enfermedad, por lo cual vacunar contra la leishmaniosis canina
para inmunizacion activa de perros a partir de los 6 meses de edad y que sean
negativos a las pruebas diagnosticas frente a Leishmania reducen el riesgo de
infeccion en el perro y la sintomatologia caso de producirse un contacto posterior

con el parasito.

¢ Los chequeos preventivos forman parte de las medidas que deben tomarse ante

esta enfermedad, recordando que no todos los caninos presentaran sintomatologia,
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con lo cual los chequeos anuales nos ayudaran a poder diagnosticar la enfermedad

a tiempo y ser tratada en el momento correcto.

En cuanto a las colectividades que albergan perros abandonados, perros e caza o
criaderos deberian establecer programas estrictos de control de enfermedades
transmitidas por artropodos, y, éstos deberian combinarse con medidas de
prevencién de enfermedades transmitidas por fleb6tomos o garrapatas y asi evitar

el riesgo de focos de transmision endémica.

En cuanto a la extension de la enfermedad de areas endémicas a las areas no
endémicas, deberia evitarse el viaje de los caninos infectados por Leishmania a

las zonas no endémicas en las que los flebdtomos estén presentes.

Dada la posibilidad de transmision vertical de la enfermedad, la esterilizacion se

contempla como una medida profilactica.

Se recomienda no cortar el pelaje a los perros en época de verano ya que se a
observado que los caninos de pelo corto suelen ser los mas atacados por los

flebotomos.

Se recomienda realizar mas estudios a profundidad con respecto a factores que

indiqguen una predisposicion a desarrollar leishmaniosis, tal como la

estacionalidad frente a los caninos infectados con la enfermedad.
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I. ANEXOS

Anexo #1. Latest trends in Leishmania infantum infection in dogs in Spain, Part I:
mapped seroprevalence and sand fly distributions, 2020
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Fuente: Latest trends in Leishmania infantum infection in dogs in Spain, Part I: mapped seroprevalence

and sand fly distributions, 2020 (Rosa Gélvez, Ana Montoya, Israel Cruz, Carlos Fernandez, Oihane
Martin, Rocio Checa, Carmen Chicharro, Silvia Miguelafiez, Valentina Marino & Guadalupe Mir6)
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Anexo #2. Flebotomo P. perniciosus observacion de sus caracteristicas anatémicas.

Foto:
CDC /Public Health Image Library

Anexo #3. Se muestra al flebétomo P. perniciosus todavia en proceso de ingerir su
racion de sangre de un humano el cual es visible a través del abdomen distendido y

transparente.
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Foto: Imagen tomada de www.diptera.info.

Anexo #4. Ciclo del mosquito fleb6tomo (Phlebotomus perniciosus)

Fuente: Disponible en http://www.msd-animal-health.es

Anexo #5. Ciclo Biologico de los parasitos del género Leishmania, responsables

de la Leishmaniosis.
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Fuente: Disponible en Leishmaniasis_life_cycle_diagram_en.svg
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Anexo #6. Otros modos poco frecuentes de transmision de Leishmania infantum

la Promastigote 2a Vertical
o. Amastigote 20 Transtusidn de sangre
. Deemiracon dol Dardsko 8 Grgnnos 2¢ Traramision vondros
on macrifagos | Otras transmisiones (no demostrads) de perro
| @ perro (Mmordeduras, heridas)

J

Fuente: Solano- Gallego et al., 2011.

Anexo #7. Representacion de la respuesta inmunitaria regulada por linfocitos T

colaboradores y linfocitos T citotéxicos en la Lcan.
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5
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TGF-p dissemination

Fuente: Baneth et al., 2008.
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Anexo #8. Lesion de oreja de un canino con Leishmaniosis observada en la Clinica

Veterinaria Sant-Antoni en Espafia

Foto Propia: Citologia de costra y lesion de oreja de un canino con leishmaniosis observada en 100x con

Tincién de Giemsa en la Clinica Veterinaria Sant Antoni.
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Anexo #9. Formas promastigotes de Leishmania

Fuente: Disponible en https://hospitalalbeitar.com/leishmaniosis
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Anexo #10. Paciente Canino de la Clinica Veterinaria Sant Antoni en primera

consulta por lesiones externas compatibles con Leishmaniosis

Fotos Propias: Imagenes tomadas de un paciente de la Clinica Veterinaria Sant Antoni con lesiones
caracteristicas de Leishmania
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Anexo #11. Consentimiento informado

c ot para participar en un dio de leish

P

Instituciones: Universidad Particular Ricardo Palma, Clinica Veterinaria Sant Antoni- Espadia

1 ioad: el R Andrade Iglesias

Titulo: Determinacion de la f ia de casos de casos de Leishmania en caninos de la climca
veterinaria Sant Antoni — Espafa del 2016 al 2021.

Propésito del Estudio:

Lo e518mos invitando a paniipar en un dio Mamado: De ion de la frecuencia de casos de
casos de Leishmania en caninos de fa chinica veterinaria Sant Antoni - Espadia del 2016 al 2021, Este o5
un estudio desarrollado por un investigador de la Universidad Ricardo Palma,

En la actuahdad existen hos casos de leishmaniasis canina que son estudiados en Espaiia de forma

comdn siendo una enfermedad de importancia en animales y seres h on un pais endémico de la
enfermedad, por lo cual este estudio serd de ayuda para préwk dios de prevalencia de esta
enfermedad en canino

Asi como también con este dio se busca la asociacién de la leish is canina entre la
raza, edad, sex0 y isticas medio ambiental

Procedimientos:

Sl usted acopta participar en este estudio se llevard a cabo los siguientes puntos:

1 Setomardn los datos de Las fichas clinicas de fa clinica veterinaria, y los registros de los
descartes de lelshmania tomados de cada perro para recoleccion de datos.

Ricgos:
No existe ningin riesgo al panticipar de este trabajo de i igacion. Sin embargo, aly prog:
le pueden causar | didad. Usted s libre de responderias o no.

Beneficios:

No existe beneficio directo para usted por p par de este estudio. Sin embargo, se e inf i de
p |y confidencial de los hados que se obtengan de la investigacion a realizar.

Costos ¢ incentivos:

Usted no debera pagar nada por participar de este dio. lgualm no recibird ningdn incentivo

econdmico ni de otra indole, Gns 1s satisfaccibn de colaborar a un mejor entendimiento de la

enfermedad.

Confidencialidad:

Nosotros guard: su infl 6n con codigas y no con nombres, Silos resuftados de este

seguimicnto son publicados, no se & ninguna inf iGN que permita b identificacidn de las
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personas que participan en este estudio. Sus archivos no seran mostrados a ninguna persona ajena al
estudio sin su consentimiento.

Derechos del paciente:
Si usted decide participar en el estudio, puede retirarse de éste en cualquier momento, o no participar
en una parte de estudio sin perjuicio alguno. Si tiene alguna duda adicional, por favor pregunte al

personal del estudio, o llamar a la investigadora Stefany Roxana Andrade Iglesias al teléfono
675640653.

Consentimiento:

Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo que cosas me van a pasar si participo
en el proyecto, también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del estudio en
cualquier momento.

Az
25,00.202A
Participante 5 Fecha
Nombre: MUCKA- BIRrpuil  SSGOWA
DNI: 202G
N AVLTr
Participante Fecha

Nombre: cdzwos Tod o> PAtdo
DNI: LYy yOF9 4411 —>

quqfq' , Q’%/o(_ol_aﬂ

_— 0 PR T D S e R Y o AR A ST Y7 (IS P mnrme
Participante ygpm% Aexeeed Fecha

Nombre:

DN YA\ H
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Anexo #12. Programa Win Vet usado para la extraccion de la base de datos
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ANEXO #13 Prueba ELISA de Leishmania Canina

Leishmania - )

Bela

Analyzing sample...

SNAP Pro

Bela: Leishmania =

Leishmania

Fotos Propias: Imagenes tomadas de los resultados de uno de los pacientes de la Clinica Veterinaria Sant

Antoni.
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ANEXO #14. Tabla de todas las razas especificas dentro de la poblacidén de este

estudio.

Cuenta de TIPO DE RAZA

Mestizo

Pastor Aleman
Yorkshire Terrier
Labrador Retriever
Golden Retriever
Bulldog Francés
Bichon Maltés
Carlino

Chihuahua

Boxer

Shih Tzu

Cocker Spaniel
Epagneul Bretén
American Stanffordshire Terrier
Rottweiler

Mastin

Beagle

Pinscher

Bull Terrier

Bulldog Ingles
Caniche Toy
Ratonero Valenciano
Galgo

West Highland White Terrier
Braco Aleman
Doberman

Weimaraner

POSITIVO Total, general
103 408
25 76
5 73
13 51
8 46
6 37
1 32
4 30
1 27
13 26

1 25

[EY
N

24
19
22
17
16
16
16
16

w = W W U OO NN U

15
17
14
14
14
13
11

w - U, P~ W

11
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Pitbull

Bichdn Habanero
Samoyedo

Dalmata

Schnauzer Mediano
Shar Pei

Border Collie

Dogo Aleman
Scottish Terrier
Podenco

Akita-Inu

Jack Russell Terrier
Podenco

Teckel Miniatura
Mastin Espafiol
Pastor del Caucaso
Teckel Pelo Duro
Schnauzer Miniatura
Teckel pelo corto
Husky Siberiano
Spitz

Mastin del Pirineo
Pomerania

Fox Terrier Pelo Duro
Crestado Chino
Teckel

Airedale Terrier
Setter Inglés
Rhodesian Ridgeback
Braco Hungaro

Rough Collie

N R R R

w w w w w w w w L~ s~ s~ PP PP PP 0 vl L1TO OO O O O N N NN

124



Schnauzer Miniatura 1
Ratdén de Praga

Galgo Espaiiol

Petit Brabancon

Pastor Belga Maninois

Chow chow

Basset Hound 2
Perro de Agua

Cavalier King Charles Spaniel

Petit Bravancon

Pastor Australiano 2
Bodeguero Andaluz

Setter Irlandés 1
Bobtail

Bichon Maltes

Pachdén Navarro

Teckel 1
Schnauzer Gigante

Bouvier de Berna 1
Gos d'Altura

Cocker Spaniel Americano

Caniche Mediano

Dogo Argentino

Eurasier

Pastor Suizo

Presa Canario 1
Springer Spaniel Inglés

Pit bull

Bull Terrier Miniatura 1
Ca de Bestiar

Shiba-Inu

= R R R R R R R R NN WN DN DN DN NN NN DN NN W DN DNDNNDNDNNwWwWwww
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Alano Espanol
Bichdn Frisé
Laika Ruso
American Bully
Maltés

Total, general

[ S = Y SR S

1300

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

En el caso de esta tabla, cabe observar que entre la poblacién de caninos positivos de raza

no definida encontramos al Mestizo como los caninos con mayor cantidad de casos

positiva 103 mientras que en la poblacion de Raza definida se encuentra el Pastor Aleméan

con 25 casos positivos, seguido del labrador y el Boxer los dos con 13 casos positivos, en

tanto el Cocker 12 casos, sucesivamente el Rottweiler, Bulldog Francés y American

Staffordshire Terrier con la misma cantidad de caninos positivos respectivamente con 6

Casos .

Anexo #15 Tabla de analisis de regresion logistica multiple en caninos positivos a

Leishmania por edad.

EDAD X2 p OR IC-OR al 95%
Adulto-
o 16,17 p<0,005** 2,83 1,70; 4,69 *

Geriatrico
Adulto-

12,58 p<0,005** 1,9 1,33; 2,71 *
Cachorro
Geriatrico-

1,71 p>0,05 1,49 0,82; 2,71
cachorro

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

* significancia al 95%
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**alta significancia p< 0,005

Anexo #16. Tabla de analisis de regresion logistica multiple en caninos positivos a

Leishmania por raza.

RAZA X p OR IC-OR al 95%
No definida -

o 6,13 0,025>p>0,01* 1,42 1,08; 1,87 *
Definida

Fuente: Elaboracion Propia — 2023
* significancia al 95%

**alta significancia p< 0,005

Anexo #17. Tabla de analisis de regresion logistica multiple en caninos positivos a

Leishmania por sexo.

SEXO X2 p OR IC-OR al 95%
Macho -

4,33 0,05>p>0,025* 1,33 1,02; 1,74 *
Hembra

Fuente: Elaboracion Propia — 2023
* significancia al 95%

**alta significancia p< 0,005

Anexo #18. Tabla de analisis de regresion logistica maltiple en caninos positivos a

Leishmania por tamafio.

TAMARNO X2 p OR IC-OR al 95%
Grande-

. 34,84 p<0,005** 3,16 2,16; 4,63 *
Pequeno
Mediano-

B 27,06 p<0,005** 2,83 1,91;:4,19*
Pequefio
Grande -

_ 0,52 p>0,05 1,11 0,84; 1,47

Mediano

Fuente: Elaboracion Propia — 2023
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* significancia al 95%

**alta significancia p< 0,005

Anexo # 19. Tabla de analisis de regresién logistica multiple en caninos positivos a
Leishmania por Estaciones.

IC-OR al
ESTACIONES 2 p OR
95%

Verano -

] 11,22 p<0,005** 2,03 1,34;3,07 *
Invierno
Primavera -

] 5,66 0,05>p>0,025* 1,66 1,09;2,52 *
Invierno
Verano - Otofio 4,12 0,025>p>0,01* 1,48 1,01; 2,16 *
Otofio -

) 1,75 p<0,025* 1,37 0,86 ; 2,18
Invierno
Verano -

. 1,42 p>0,05 1,22 0,88 ; 1,69

Primavera
Primavera -

. 0,99 p>0,05 1,22 0,82 ; 1,80
Otofio

Fuente: Elaboracion Propia — 2023

* significancia al 95%

**alta significancia p< 0,005
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Grafico 1: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina por afo.
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' PORCENTAIJE DE CASOS POSITIVOS DE LA ‘
POBLACION TOTAL DEL ESTUDIO
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10.00%

0.00%
POSITIVOS NEGATIVOS

Gréfico 2: Porcentaje de casos positivos de la poblacién total del estudio.

r PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS SEGUN ‘
EDAD

30.00%
25.00% 25.18%
20.00%
15.00%
10.00%

5.00%

0.00%
CACHORRO ADULTO GERIATRICO

Gréfico 3: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina segun la edad.
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PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS SEGUN
RAZA
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25.00% 25.31%
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0.00%
RAZA DEFINIDA RAZA NO DEFINIDA

Gréfico 4: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina segun la raza.

CASOS POSITIVOS A LEISHMANIOSIS SEGUN
TIPO DE RAZA

- B Mestizo
e N @ Pastor Aleman
[ Boxer
30 [0 Labrador Retriever
[ Cocker Spaniel
60 [ Golden Retriever
B Rottweiler
40 B American Stanffordshire Terrier
M Bulldog Francés
20 M Epagneul Bretén
6665555444333333222222111111111111111111111 B Yorkshire Terrier
0 - B Braco Aleman

POSITIVO

Grafico 5: Casos positivos a Leishmaniosis Canina segun el tipo de raza.
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r PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS SEGUN ‘
SEXO
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0.00%
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Gréfico 6: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina segun el sexo.

r PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS SEGUN ‘
ESTACION
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Grafico 7: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina segun la
estacionalidad.
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PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS SEGUN EL
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Gréfico 8: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina segun el mes.

PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS SEGUN
TAMANO
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Grafico 9: Porcentaje de casos positivos a Leishmaniosis Canina segun tamafio.
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