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SECCION 12

INTRODUCCION Y EPIDEMIOLOGIA

1. DESCRIPCION

La Leishmaniosis es una enfermedad de gran complejidad, producida por
organismos cuya taxonomia? los sitia en el Dominio Eucariota, Reino Protista, dentro del
filo de amebas y flagelados. Debido a la gran mitocondria asociada a su flagelo, con una
enorme cantidad de material genético mitocondrial, se les llama Kinetoplastidos, que
engloba a una serie de especies que comparten el ser flagelados y el tener su medio de
locomocidn estrechamente ligado a esa gran mitocondria de la que recibe el nombre
(kinetoplasto) y que le aporta la energia suficiente para realizar su ciclo vital cuando
toman su forma en el vector. Esta mitocondria estd a su vez estrechamente relacionada
con un citoesqueleto bien desarrollado, cuyos microtubulos proporcionan una gran
estabilidad al protozoo. En este caso, presentan un solo flagelo. A su vez, el género
Leishmania se encuentra dividido en dos subgéneros, Leishmania y Viannia. Dentro del
primer subgénero, se diferencian diversos complejos, siendo el donovani el que engloba
las lineas de mayor interés que incluye a las especies L. Infantum, L. donovani y L.
chagasi. En realidad, engloba a numerosas especies repartidas por todo el mundo,
siendo una Unica especie objeto de este estudio, Leishmania infantum, porque hasta el
afio 2023, es la Unica descrita y autdctona en la Peninsula Ibérica.

1.1. CARACTERISTICAS

A nivel bioldgico?, la especie posee un elevadisimo polimorfismo genético y cada
grupo de cepas esta orientado a cuadros viscerales o cutaneos en fases iniciales de la
enfermedad, pero que una vez establecida, si el paciente muestra una respuesta
defensiva deficiente, acabara desarrollando la forma visceral. Con respecto a su
morfologia, L. infantum posee dos formas de presentacion, segun se encuentre en el
hospedador vertebrado o en el vector artrépodo (Figura 1).

La presentacion como amastigote se produce en el interior del hospedador
vertebrado y tiene forma redondeada, entre 3 y 7 micras de didmetro, el flagelo se
encuentra en forma vestigial y su distribucidon es principalmente intracelular, en el
citoplasma de macréfagos maduros y monocitos circulantes (aunque se han visto
también dentro de neutrdéfilos). Cuando se encuentran amastigotes libres en sangre o
tejidos, se trata de pardsitos que han abandonado la célula infectada y estan circulando
a la busqueda de una nueva célula a la que parasitar.

La presentacién como promastigote muestra un cuerpo alargado cuyo flagelo
esta elongado en toda su extensidn incrementando el tamafio del parasito en su eje
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longitudinal a las 10-20 micras. Su habitat son los vectores transmisores entre
vertebrados, insectos dipteros de la fam. Psychosidae, subfamilia Phlebotomidae que
cuenta con un género para Europa3, Phlebotomus Spp., y otro para el Nuevo Mundo,

Lutzomia spp.
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Figura 1: Morfologia de L. infantum, promastigote y amastigote.

Fuente: Slideshare.net
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1.2. VECTORES

Los mas comunes en Espaia son Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P. langeroni,
P. longicuspis y P. longipalpis (Figura 2). Los Flebotdmidos son conocidos como moscas
de la arena, ya que no necesitan agua para la ovoposicidn, pero si una humedad relativa
alta a ras de suelo con abundante materia organica.

Figura 2: Hembra de Phlebotomus spp. Fuente propia

Estas condiciones medioambientales estan perfectamente establecidas en el
area este® de la provincia de Mélaga cuya superficie no urbana estd dedicada al cultivo
de frutales tropicales, explotacidn que requiere grandes cantidades de agua de riego.
Toda la franja costera, hasta los 500m de altitud se encuentra intensamente explotada
por esta modalidad agricola (Figura 3).
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Figura 3: Uso del suelo en la provincia de Mdlaga. Fuente: MAPAMA
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La franja oeste?, sin embargo, pese a la existencia de algunos puntos con cultivos
de regadio, estd intensamente urbanizada, con un modelo de “Pueblo Mediterraneo”
consistente en edificaciones de poca altura, viviendas unifamiliares y urbanizaciones con
amplias zonas verdes. Cuenta con numerosos campos de golf que son regados
diariamente, pero estas zonas también son fumigadas con mucha frecuencia por lo que
la presencia de dipteros es menor que en la zona agraria del este.

1.3. CICLO BIOLOGICO

El ciclo bioldgico! del parasito parte de su presencia en macréfagos y monocitos
de un reservorio vertebrado infectado que recibe la picadura de una hembra del vector
(Figura 4), la cual necesita de las proteinas de la sangre para su ovoposicion.
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Figura 4: Cronologia del ciclo bioldgico del vector. A, primer contacto; B, maduracion de los pardsitos;
C, primer contagio; D, segundo contagio. Fuente: Trends in Parasitology

Los amastigotes pasan al aparato digestivo del vector y en su intestino medio
abandona los macréfagos en digestidén y adoptan la forma promastigote prociclico, que
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comienza una fase de multiplicacién muy intensa, pero no tienen capacidad infectiva de
nuevos hospedadores.

Los nuevos promastigotes se dirigen a las paredes intestinales donde se adhieren
y maduran a promastigotes metaciclicos, los cuales ya no se dividen, pero si son capaces
de infectar a nuevos hospedadores. Con tal fin, se dirigen hacia la probdscide del diptero,
donde queda aguardando que el vector se alimente de nuevo para introducirse en el
hospedador vertebrado (Figura 5).
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repasto sanguineo.

Figura 5: Ciclo bioldgico L. infantum. Fuente researchgate.net

Todo el proceso inicial puede durar entre 4 y 7 dias. Una de las pocas ventajas
gue presenta este vector es que la transmisidon es directa desde el portador vertebrado,
no existe la transmisién vertical por lo que las nuevas generaciones emergidas de la
ovoposicion de una hembra infectada nacen libres de parasitos (Figura 6).
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Hembra gravida. Los huevos (30 a 70 por puesta), distienden el
abdomen. Tras su maduracion, la hembra los depositara en suelos ricos
en materia organica (entre la hojarasca, en pequefas oquedades...).
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Figura 6: Cronologia de la hembra de Phlebotomo spp. Fuente: slideshare.net

El pardsito es endémico en cerca de 100 naciones® y territorios, provocando cerca
de 1 milléon de casos en Humanos al afio en todo el mundo y alrededor de 100.00
muertes anuales. La enfermedad tanto humana como animal estd desatendida en
muchos lugares del mundo con climas tropicales o subtropicales, incluyendo paises tanto
al norte como al sur del Mediterrdneo, estando Espafiia, Portugal, Italia y Grecia entre los
mas afectados®. Por sus caracteristicas orograficas y climatoldgicas, la franja costera de
la provincia de Malaga presenta condiciones excepcionales para la supervivencia y
reproduccion del vector, y cuenta con un nutrido nimero de reservorios disponibles
entre perros y gatos, siendo practicamente innecesaria la aportacién de reservorios
desde el ciclo salvaje.

11



EPIDEMIOLOGIA DE LEISHMANIOSIS EN LA PROVINCIA DE MALAGA. LOPEZ F. SANDRA M. 2023

1.4. HOSPEDADORES

1.4.1. Hospedador principal

En el Viejo Mundo? se ha considerado a los canidos en general y al perro en particular
(Figura 7), como el hospedador principal y reservorio por excelencia del pardsito, tanto
en entornos silvestres como urbanos o periurbanos.

Figura 7: Reservorio principal, perro. Fuente propia
Algunas razas como el Podenco Ibicenco han desarrollado una resistencia racial a la infeccion clinica.

La poblacion de canidos salvajes en la zona de Mdlaga se reduce a los ejemplares de
zorro (Vulpes vulpes silaceus) (Figura 8). En cambio, el cdnido salvaje por excelencia, el
Lobo ibérico (Canis lupus signatus), se encuentra extinto desde hace mas de un siglo; la
provincia sélo cuenta con los ejemplares alojados en parques zooldgicos y reservas
naturales como Lobopark® en Antequera, cuyos ejemplares no han podido ser
estudiados a fondo.

Figura 8: Zorro con su presa habitual, un lagomorfo, que también es reservorio de L. infantum.
Fuente Federacién Andaluza de Caza.

Por lo tanto, los reservorios salvajes se reducen a los zorros y a los perros
asilvestrados, de los que hay una poblaciéon desconocida ya que cada afio, numerosos

12
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animales son abandonados o se pierden y sigue habiendo una cantidad indeterminada
de perros sin identificar ni censar.

1.4.2. Hospedadores secundarios

Hasta ahora, se ha considerado al gato doméstico® (Felis catus) como reservorio
secundario del pardsito y, aunque aun no hay estudios que demuestren cual es la
capacidad transmisora, si que es conocido el hecho de que los gatos mantienen el ciclo
del pardsito no estando claro si pueden mantenerlo sin la presencia de canidos, lo que
si es sabido’, es que los Phlebotous pp. se alimentan indistintamente de perros o gatos
(no tienen preferencia por una u otra especie) lo que ha quedado demostrado por
estudios de ADN realizados tanto en vectores como en reservorios, hallandose las
mismas estirpes genéticas de los parasitos tanto en tejidos de los perros y gatos como
sobre la mucosa digestiva de los dipteros.

Los gatos pueden llevar el pardsito en sus drganos internos® durante un periodo
de tiempo indeterminado. Queda aun por descubrir si la cantidad de parasitos
circulantes y la carga parasitaria de cada picadura del vector llega a la cantidad infectiva
minima necesaria para ser considerado portador efectivo.

Siempre se han considerado altamente resistentes a la enfermedad, entre otras
cosas porque muestran una titulacion® de anticuerpo anti-leishmania en sangre muy
baja cuando estan infectados (Figura 9), demostrando dicha infeccién a través de
pruebas PCR de diversos tejidos o por observacién directa del parasito en tinciones de
muestras de lesiones sospechosas. Pese a todo, aun faltan estudios que avalen su papel
como reservorio de la enfermedad.

Figura 9: Lesion ulcerosa en un gato cuyas pruebas
seroldgicas cuantitativas resultaron negativas. Fuente propia.

13
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La enfermedad clinica ha estado asociada casi en todas las ocasiones a otras
enfermedades concomitantes (Figura 10) como las producidas por los retrovirus felinos*°
mas comunes (Leucemia Felina, Inmunodeficiencia Felina, Coronavirus Entérico), asi
como otras enfermedades que causen debilidad del sistema inmune e incluso parasitosis
como Toxoplasmosis.

-:'-.L\'

Figura 10: Cria de gato de 45 dias que presentd de forma comdrbida PIF
(Peritonitis infecciosa felina por Coronavirus entérico). Fuente propia.

Algunos autores proponen que, en base a las pruebas obtenidas de la
alimentacién del vector, los gatos sean considerados como un reservorio adicional de
Leishmania Spp.

El brote ocurrido en Fuenlabrada® 2 en 2012, del que todavia siguen
detectandose casos tardios, puso de manifiesto que las liebres silvestres (Lepus
europaeus), son reservorios efectivos si se encuentran suficientes animales infectados y
pueden suponer un reservorio competente para infectar vectores que transmitan el
parasito a las poblaciones humanas adyacentes. Hasta ese momento, eran consideradas
reservorio salvaje secundario, pero su alta densidad de poblacién cerca de un nucleo
urbano desembocd en un brote, sin que los canidos tuviesen un papel desencadenante.

1.4.3. Hospedadores casuales

Cualquier mamifero® puede ser objeto de la picadura del vector, a partir de la cual
puede que desarrolle la enfermedad o quedar como portador efectivo. Mustélidos
salvajes y domésticos pueden cursar con signos clinicos, en cuyo caso la carga parasitaria
presente en piel y sangre podria ser infectante para el vector. Se han descrito casos de
Hurones3® domésticos con la enfermedad clinica en Espafia, pero los datos de
prevalencia son actualmente desconocidos.

14
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1.4.4. Hospedador humano

Se trata, segun la OMS>, de una enfermedad ligada a la pobreza, a estados de
desnutricién y a desplazamientos de poblacién. En paises desarrollados, suele estar
ligada a estados de inmunosupresidon o debilidad inmunoldgica como pacientes de
cancer, trasplantados, con tratamientos crénicos inmunosupresores o enfermedades
autoinmunes entre otras. Cerca de un millén de personas resultan infectadas cada afio
en todo el mundo, aunque no todos desarrollan la enfermedad.

Los cambios drasticos del medio ambiente como la deforestacion, el regadio y |a
urbanizacién descontrolada incrementan los riesgos de la aparicién de brotes. El
incremento progresivo de temperaturas que estd sufriendo nuestro territorio, segun el
Plan de Prevencidon de Temperaturas de la AEMET para 2020, es otro factor que influye
en la distribucion geografica y temporal del vector.

a. Principales factores de riesgo°para los seres humanos:

e Condiciones socioecondmicas: La pobreza, el alojamiento en infraviviendas (Figura
11), saneamientos insuficientes en las casas, carecer de alcantarillado y condiciones
de hacinamiento (como barriadas de infraviviendas en nuestro pais) atraen a los
vectores.

Figura 11: Barriada de los Asperones, Mdlaga. Fuente: Diario Sur.

e Malnutricion: Las dietas bajas en proteinas o con escaso contenido caldrico, los
déficits de hierro, las hipovitaminosis (vitamina A) y carencias de minerales como el
zinc son factores que influyen en una mala respuesta a la infeccion y facilitan Ia
progresion a enfermedad clinica. Paises desarrollados como el nuestro no son ajenos
a que un pequefo porcentaje de la poblacién pueda sufrir de una malnutricién que,
sin llegar a los extremos de los paises subdesarrollados, si que sigue siendo un
problema que no se ha conseguido erradicar en su totalidad.

¢ Movilidad de la poblacion: Las epidemias de las formas cutanea y visceral a menudo
se asocian con la migracion y el desplazamiento de personas no inmunizadas a zonas
donde ya existen ciclos de transmisién. En este sentido, las formas mas agresivas las

15
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podemos encontrar en personas que han viajado a lugares endémicos o migrantes
procedentes de esos lugares. Otros factores de riesgo que siguen siendo importantes
son la exposicién en el trabajo (ganaderos, veterinarios, agricultores, son profesiones
donde el riesgo es mayor) y el aumento de la deforestacion.

e Cambios ambientales: Los cambios en el entorno afectan tanto a los hospedadores
(domésticos y salvajes) y a su relacion con el vector. La entrada en zonas boscosas en
forma de neourbanizacién desequilibra el ecosistema y facilita el incremento de
vectores.

e (Cambio climatico: La leishmaniasis es, sin duda, una de las enfermedades
reemergentes mas sensible a los cambios en la climatologia y afecta en varios
aspectos a su epidemiologia:

El incremento general de las temperaturas incide en el tiempo de actividad del
vector, asi como su alcance, tanto en latitud como en altitud. La actual tendencia
a manifestaciones de clima extremo donde, o no hay precipitaciones, o estas son
torrenciales, también favorece la proliferacion del vector (Figuras 12 y 13). Estos
cambios también influyen en los hospedadores salvajes, alterando su habitat y al
favoreciendo movimientos por el territorio, lo que les acerca a las poblaciones
humanas o a los hospedadores domésticos.
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Figura 12: Distribucion de Phlebotomus papatasi en 2023,
FUENTE: European Centre for Disease Prevention and Control
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Figura 13: Distribucion de Phlebotomus perniciosus en 2023.
Fuente: European Centre for Disease Prevention and Control

Las pequeiias fluctuaciones en la temperatura pueden tener un efecto acusado
en el ciclo de desarrollo de los promastigotes de Leishmania en los flebétomos,
y permitir que el parasito se transmita en zonas donde la enfermedad no era
previamente endémica.

b. Coinfeccion por Leishmania infantum y VIH

Los pacientes que presentan coinfeccion por L. infantum y VIH tienden a mostrar
una sintomatologia mas intensa de la enfermedad y tanto las recidivas como la
mortalidad se ven incrementadas. Afortunadamente, en los ultimos anos, los
tratamientos a base de antirretrovirales han frenado estos inconvenientes y mejorado
las expectativas de supervivencia de los pacientes. Segln datos de la OMS, en 2021, esta
coinfeccion se notificd en 45 paises (Figura 14). Espaiia, pese a presentar un bajo nimero
de notificaciones, es uno de los paises afectados.
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Figura 14: Distribucion de coinfeccion VIH y Leishmania spp. en el mundo.
En verde intenso lugares donde el SIDA estd asociado a Leishmaniosis con mayor frecuencia, en verde claro paises
donde el riesgo es menor, en blanco donde el riesgo es minimo o no se tienen datos. Fuente researchgate.net
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2. PREVENCION Y CONTROL

La prevencion y el control requieren de un buen conocimiento de la enfermedad, su
epidemiologia, sus mecanismos fisiopatoldgicos y sus agentes implicados. Las
Instituciones Sanitarias, las autoridades competentes y los propios pacientes, los
propietarios de mascotas, el personal sanitario, incluyendo a los veterinarios; todos
deben aportar su esfuerzo en el control de la enfermedad.

2.1. Desdela OMS

Con el fin de ayudar en la lucha contra esta zoonosis, la OMS?? plantea una serie de

estrategias:

Diagndstico temprano y la atencion rapida y efectiva de los casos disminuyen la
incidencia, evitan que ésta avance hasta provocar discapacidades, ademas,
reducen el nimero de muertes. Este mismo criterio, aplicado a los reservorios
ayuda a reducir la transmisién y a controlar la propagacion y la carga de la
enfermedad. Actualmente hay farmacos muy eficaces y seguros contra la
leishmaniasis, especialmente contra la forma visceral, aunque su uso puede
resultar dificil. El acceso a estos medicamentos estd cubierto en todos sus casos
por la Seguridad Social en el caso de las personas y ha visto reducido su precio
en los ultimos afios en el caso de los animales.

La lucha anti-vectorial ayuda a reducir o interrumpir la transmisién de la
enfermedad porque reduce el nimero de vectores. Entre los métodos de control
figuran los insecticidas en aerosol, los mosquiteros tratados con insecticida, la
gestién del medio ambiente y la proteccion personal.

La vigilancia eficaz de la enfermedad es importante para su monitorizacion
oportuna vy la adopciéon de medidas durante las epidemias y las situaciones en las
gue hay una elevada tasa de letalidad a pesar del tratamiento.

El control de los reservorios animales resulta complejo y debe adaptarse a la
situacion local.

Movilizacion social y fortalecimiento de las alianzas — la movilizacién y la
formacion de las comunidades con intervenciones eficaces para modificar las
pautas de comportamiento deben adaptarse siempre al dmbito local. Las alianzas
y la colaboracidn con diferentes partes interesadas y otros programas de lucha
contra enfermedades transmitidas por vectores son esenciales a todos los
niveles.

Para abordar estos planteamientos, la respuesta de la OMS se traduce en una labor

directiva y coordinadora que engloba las siguientes pautas y estrategias:

19



EPIDEMIOLOGIA DE LEISHMANIOSIS EN LA PROVINCIA DE MALAGA. LOPEZ F. SANDRA M. 2023

e Ayudar econdmicamente y prestar soporte técnico a los paises que tengan
programas nacionales de lucha contra la leishmaniasis, se les presta asistencia en
la elaboracion y actualizacidn de directrices y planes de lucha, promoviendo los
sistemas de vigilancia sostenibles y eficaces, ademds de elaborar sistemas de
preparacion y respuesta ante epidemias; Espaiia sigue los planes de la OMS.

e Supervision de las tendencias epidemioldgicas y evaluacion del impacto de las
actividades de lucha contra la enfermedad puestas en marcha, lo cual ayuda a
sensibilizar, a promover la reduccion de la carga mundial de la enfermedad y a
fomentar el acceso equitativo a los servicios de salud; Espafia sigue y colabora
con estas medidas de forma activa, tanto desde instituciones publicas como el
Centro Nacional de Microbiologia (Sede en el Instituto de Salud Carlos Ill) como
privadas.

e Elaborar normas para que los paises afectados las apliquen, disefia estrategias
de ambito politico, basadas siempre en la evidencia cientifica, para la prevencidn
y la lucha contra la leishmaniasis. También se encarga bajo colaboracion de las
autoridades implicadas en la vigilancia de su aplicacion.

e Favorecer la colaboracion y coordinacidn entre las partes interesadas; Espafia es
un actor importante en esta lucha.

e La Promocién de la investigacion sobre los medios para luchar eficazmente
contra la leishmaniasis, que incluye soporte técnico, econdmico, los
medicamentos, las herramientas de diagndstico y las vacunas.

e Apoyo a los programas nacionales de lucha contra la leishmaniasis, a fin de
garantizar el acceso a medicamentos de calidad garantizada.

2.2. Suaplicacion en Espaiia

La leishmaniosis es una enfermedad de declaraciéon obligatoria (EDO) en todo el
territorio desde 2015 a través de la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE).
Los objetivos son conocer su distribucién temporal y espacial, describir la epidemiologia
de los casos autéctonos y conocer la calidad de las notificaciones?®.

Entre 2005 y 2017 hubo una media 141 casos/afio, hubo picos en 2011 y 2012
debidos principalmente a la Comunidad de Madrid. Excluyendo los casos de la
Comunidad Auténoma de Madrid (Brote Fuenlabrada) la evolucion observada fue mas
estable, con tendencia ascendente desde 2012.

La tendencia ascendente de notificacién de leishmaniasis observada en los ultimos
afios es probablemente multifactorial. La enfermedad se distribuye por todo el pais
durante todo el afio, con regiones y épocas de mayor riesgo. El grupo de mayor riesgo
son nifios menores de 5 afos. Existe amplio margen de mejora en la calidad de la
informacion.
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Las medidas de prevencidn se centran en evitar la exposicion al vector, el diagndstico
precoz y el manejo adecuado de los casos, tanto de humanos (Tabla 1) como de animales
domeésticos que actuen como reservorio y medidas de control del vector y del reservorio

zoonotico.
Ao del caso 2014 2015 2016 2017 TOTAL Tasa periodo
Andalucia 20 28 27 32 107 0,32
TOTAL 298 328 356 377 1359 0,76

Tabla 1: Numero de casos autoctonos y tasas de incidencia de leishmaniasis. Fuente: RENAVE.

No existe vacuna comercializada para humanos, pero si frente a la leishmaniasis canina,
aunque su eficacia es aun controvertida.

Los casos se distribuyeron durante todos los meses. Se observa que todos los
afios se mantiene un aumento del nimero de casos en el mes de enero, y otros dos picos
de menor magnitud que fluctian segun el afio entre mayo-julio y agosto-noviembre.

En cuanto a su distribucion poblacional, los factores de riesgo mas importantes
son ser hombre de la tercera edad o en ambos sexos adultos por encima de los 50 afios
(Tabla 2).

L cutdnea/
Variable L visceral Mucocutanea No concretado Total
N % N % N % N %

SEXO Mujer 230| 34,9 265 42,8 33 41,2 528 38,8
Hombre 429 65 354 57,2 47 58,8 830 61,1
<1 afio 65 9,9 36 5,8 4 5 105 7,7

infantil
(1-15 afios) 113 17,1 100 16,2 13 16,2 226 16,6

EDAD adultos
(16-64 afios) 331| 50,2 323 52,2 52 65 706 51,9

ancianos
(> 65afios) 151 22,9 160 25,8 11 13,8 322 23,7
Estado Confirmado | 645 | 973| 572 92,4 73 91,3| 1287 94,7
Probable 18| 2,7 47 7,6 7 8,7 72 5,3
No 21 3,2 254 41 3 3,7 278 20,4
Hospitalizacién Si 381| 57,7 28 4,5 9 11,3 418 30,8
No aclarado 258 | 39,1 337 54,5 68 85 663 48,8
No 321| 48,6 230 37,2 6 7,5 558 41
Fallecimiento Si 20 3 2 0,3 0 0 22 1,6
Sin datos 319| 48,3 387 62,5 74 92,5 780 57,4

Tabla 2: Distribucion de casos autdctonos de leishmaniasis
segun categoria clinica de 2014 a 2017. Fuente: RENAVE.

Pese a toda esta informacion, la enfermedad sigue estando infradiagnosticada y
la informacidn epidemioldgica es escasa. Desde 2014 ha seguido un patrdn ascendente,
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aun falta por conocer el comportamiento que ha tenido durante la pandemia. Esta claro
que su inclusién en la lista EDO ha facilitado el seguimiento epidemioldgico. Otro factor
para tener en cuenta es la deteccidon de nuevos reservorios3® hasta ahora poco
conocidos. En algunos casos estos han proliferado debido a cambios medioambientales,
incrementando el riesgo para la poblacion susceptible, como es el caso de los gatos y las
liebres (brote de Fuenlabrada de 2012).

La estacionalidad de la leishmaniasis es directamente proporcional a la del vector,
cuyo periodo de actividad abarca de junio a septiembre, aunque esto puede variar
debido a la situacion geografica, sobre todo por los factores ambientales. Otro aspecto
para tener en cuenta es el periodo de incubacién. Segun estudios del ISCIIl, hay un
repunte de la enfermedad en el mes de enero que se ha achacado a su largo periodo de
incubacioén, pero no se puede obviar el incremento del tiempo de actividad del vector a
causa de las variaciones provocadas por el cambio climatico que ha aumentado el
tiempo, la altitud y la latitud de la actividad del vector. Hay dos picos de alta casuistica
gue se consideran dentro de la normalidad, que son los de mayo a septiembre se
corresponderian con los meses de mayor densidad de vector, y que se corresponden a
las manifestaciones de las formas cutdnea y mucocutanea.

Segun la informacién aportada por el conjunto minimo basico de datos de
registros hospitalarios de Espafia, hay una distribucidn repartida por toda la geografia
peninsular, siendo toda la Costa Mediterrdnea el area geografica que presenta la mayor
incidencia, lo que se achaca a que la cantidad de vectores es muy alta y la bonanza
climatica favorece su proliferacion.

Esta misma fuente de datos, ya con respecto a los hospedadores humanos,
confirma que la tendencia es similar a la que hay en otros paises del entorno del
Mediterraneo en su franja Norte, siendo varones adultos y nifios menores de 5 afios los
que mayor frecuencia presentan.

Con respecto a los datos de perros infectados en Espafia®®, los ultimos estudios
recopilados por el ISCIll sefialan unas prevalencias muy variables, estando Mdlaga dentro
del nivel 26-35%, solo por detras del sur de Galicia y las Islas Baleares.

Con respecto a la prevalencia en humanos, Valencia y Madrid son las dos CCAA
con mayor prevalencia en los ultimos afios y Asturias la de menor prevalencia, Andalucia
se encuentra en el rango por encima de 3.8 casos por milldn de habitantes, donde se
han contabilizado sélo de casos declarados a la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (Figura 15).
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Figura 15: Incidencia de casos en Espafia en 2018 y 2020. Fuente: Red RENAVE

Atendiendo a la situacién a principios de 2020, de los casos declarados en perros y los
publicados en personas, Mdlaga es una de las provincias con una alta incidencia tanto
en canidos como en Humanos, en nuestra provincia se cumple la correlacidn entre
reservorio animal y Humano. Estos datos hay que tomarlos con cautela, puesto que,
tanto en una especie como en la otra, la enfermedad estd infradiagnosticada y en el caso
de los canidos, infradeclarada, pese a su obligatoriedad

2.3. Situacion en Andalucia

La Junta de Andalucia®® 343>, siguiendo las recomendaciones de la OMS, propone una
serie de Medidas de Proteccion de la Salud publica basas en:

e Deteccion precoz e instauracion temprana del tratamiento adecuado en los
pacientes humanos, ya que estas dos medidas reducen la prevalencia de la
enfermedad y previenen la discapacidad y la muerte.

e Actuaciones sobre el reservorio: Proteger a los perros contra la picadura del
vector mediante el uso de productos repelentes e insecticidas tanto para evitar
qgue perros sanos contraigan la enfermedad, asi como que perros enfermos
contaminen a nuevos vectores, interrumpiendo la cadena de transmisién.

e Recomienda encarecidamente el uso de vacunas que, pese a no evitar la
infeccion, si que ayuda a luchar contra la progresion de la enfermedad.

e La eliminacion de portadores mediante la Eutanasia de los perros esta
descartada en Europa, principalmente por la presién social y porque es una
medida que ya se ha aplicado en otros paises y no ha dado resultados suficientes
que justifiquen su realizacion. Por otro lado, la OMS si que aconseja el sacrificio
obligatorio de los perros vagabundos o asilvestrados y el tratamiento vy
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seguimiento por parte de los veterinarios de los perros con un propietario
responsable. Este es un punto que ha sido obviado por las Autoridades
encargadas de la vigilancia, control y seguimiento de dichas medidas.

e Eltratamiento en los perros se basa en el uso de leishmanici- ados con
un leishmaniostatico que reducen la carga parasitaria pero no eliminan
completamente al agente, mediante el uso de farmacos inmunomoduladores en
animales tratados y evitar que se incremente la carga.

e Por otro lado, el control de la prevalencia en perros no reduce completamente la
posibilidad de infeccién, ya que siguen existiendo reservorios en la naturaleza
gue perpetuan el ciclo salvaje.

e Actuaciones sobre el vector: Se insta a los propietarios para que protejan
peridodicamente las viviendas y alrededores mediante el uso de sustancias
insecticidas con acuon residual, la colocacion de pantallas protectoras
(mosquiteras) con un didmetro de luz no superior a los 0.3mm, tanto en las
viviendas, como en perreras y casetas de perros que vivan en el exterior.

e A los Organismos competentes (ayuntamientos, Mancomunidades,
Diputaciones), se les conmina a optimizar la gestion del medio ambiente
reduciendo los potenciales nichos ecoldgicos eliminando la materia organica en
descomposicién, evitando que se acumule basura o material organico (Figura
16).

Figura 15: Suelo de una explotacion agricola de mangos en Vélez Mdlaga. Fuente Agrovélez®.

Los municipios de la Costa del Sol®? presentan un paisaje que estd compuesto de
grandes nucleos urbanos, pero con poca densidad de poblacién, ya que la mayor parte
esta dominada por urbanizaciones y edificaciones que no suelen superar los 4 pisos de
altura (construccién en "Pueblo Mediterrdneo”) y muchas zonas estan urbanizadas a
base de viviendas unifamiliares con grandes espacios ajardinados, parques y campos de
golf.
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En la Comarca de la Axarquia®*®°, sin embargo, aparte de los terrenos urbanos
donde se asienta la poblacidn, también poco poblados (a excepcidn de la Capital, Vélez
Malaga), las viviendas son en su mayoria de poca altura o unifamiliares y hay una gran
dispersion de viviendas rurales por todo el territorio. El paisaje agrario estda compuesto
de explotaciones donde se intercalan los cultivos de secano con la explotacion de
frutales tropicales destacando las plantaciones de mangos y aguacates, cuyo
aprovechamiento requiere de riego abundante y constante durante todo el afio. Esto ha
obligado a cambiar en la ultima década la clasificacion original de suelos antrasonales
aricos-cumulicos-Urbicos por irragricos-cumulicos-érticos, ya que la ISSS-ISRIC-FAO
considera que la implantacién de riegos en periodos largos de tiempo, con aguas ricas
en sedimentos ha incrementado la materia organica del suelo, con la presencia de
abundantes deyecciones de lombrices y un 0.5% de CO lo que facilita un nicho ideal para
el desove de las hembras del vector. Las zonas que conservan los cultivos tradicionales
de secano, como son el olivo, el almendro y en menos medida las vifias de uva tanto para
vino como para pasas, requieren de menos aporte de agua, pero se encuentran
mezcladas geograficamente con las anteriores por lo que en toda la Comarca
encontramos un clima calido tropical, con un ambiente artificial que proporciona un alto
nivel de humedad los primeros centimetros desde el suelo debido a los riegos y mucha
materia organica disponible en el suelo, junto a zonas arenosas, sobre todo en las vegas
como la de Vélez donde abundan los regosoles calcareos y arenosos. Todos ellos tienen
una alta capacidad de retencidén de agua y son arenas sueltas en los primeros cm de
suelo unido al laboreo constante, donde el vector puede medrar facilmente. ées esto un
riesgo para la diseminacidn del parasito? La Hipdtesis es que efectivamente, se estan
creando de manera artificial las condiciones ideales para la cria del vector.

Cabe resaltar que la actividad de los mosquitos en ambas comarcas es casi del
afilo completo, debido al microclima que tiene la costa mediterranea, con una amplia
franja costera con pronunciada pendiente hacia el norte, subiendo muchos metros por
km hacia el interior. Esto provoca que el aire himedo del mar, permanentemente bafiado
por el sol, se encuentre con una barrera montanosa que lo obliga a elevarse donde se
enfria y vuelve a humedecer los picos mads altos. En consecuencia, la zona posee un clima
tropical, pero disfruta de gran cantidad de agua que es atrapada por las montanas y
devuelta en forma de canales y depdsitos subterraneos, recurso que es aprovechado por
la poblacién tanto para el riego agrario como al turistico y residencial.

2.4. Comorbilidades y Transmisién Diferida, exportacion de portadores:

A la hora de plantear el estado epidemiolégico de la leishmaniosis en la provincia
de Malaga, no solo debemos atenernos a los hechos pasados y presentes en el territorio
de nuestra provincia, sino a la futura evolucion y, sobre todo y muy importante, cémo
actla nuestro territorio con respecto a la diseminacion del parasito. Esto se justifica
especialmente teniendo en cuenta que tanto la Costa del Sol como la comarca de la
Axarquiay, en menor medida, pueblos del interior de la provincia, ostentan una marcada
densidad demografica de residentes extranjeros de otros paises, principalmente la
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Unidn Europea y paises vecinos. De todos ellos, aquellos pertenecientes la UE y Reino
Unido cuentan con una considerable poblacién residente y turistica que viaja
regularmente a sus paises de origen o reciben visitas de familiares y amigos. El traslado
y circulacion de mascotas a través de la UE y entre Reino Unido y la UE, estd sujeta a
normas bastante laxas en cuanto a los requerimientos sanitarios, para la UE, hay libre
circulacion de personas y mascotas domésticas, siendo los Unicos requerimientos la
identificacion mediante microchip, pasaporte identificativo y como tratamientos,
Unicamente inmunizacién contra la rabia y desparasitaciéon frente a Equinococcus
granulosus, lo mismo sucede entre Reino Unido y la UE, en ambos sentidos. No hay
requerimientos especificos sobre la presencia de otras infecciones, sean o no zoonosis.

Muchos de estos residentes poseen mascotas con las que se mueven por el
territorio europeo, a lo que se suma la enorme cantidad de adopciones internacionales
gue se producen desde Malaga hacia el norte de Europa a través de asociaciones mixtas
espafolas/extranjeras. Algunas, por propia iniciativa, realizan controles sanitarios de los
animales exportados pero la mayoria no lo hace por los costes que esto implica y por ello
la necesidad de descubrir si estamos actuando como foco de zoonosis, siendo la
leishmaniosis el objetivo principal, y si estamos facilitando al parasito la colonizacion de
nuevos territorios mediante un concepto que hemos querido titular como “Difusién
Diferida Facilitada”. De una muestra total de 6472 perros acogidos en centros de
adopciones y perreras municipales entre 2016 y 2022, 1303 perros de esos centros
fueron testados para detectar infeccion por L. infantum siendo el resto de los animales
procedentes de particulares y clinicas colaboradora, ademas de aquellos que quedaron
fuera del estudio al aplicarse los criterios de exclusidn.

El destino de esos animales fue adopcion (en Espafia o exportados fuera de
nuestro pais), eutanasia sanitaria, recogida por sus propietarios o continian hoy en dia
en dichos centros (sobre todo las protectoras donde se aplica el “sacrificio cero”).

Durante el desarrollo de esta investigacion, y como se ha comentado
anteriormente, también se realizaron pruebas de deteccidén de animales infectados con
otras zoonosis vectoriales en nuestra provincia y el resto de la franja mediterranea. Los
resultados del estudio completo indican que se esta exportando un nimero importante
de animales infectados a paises donde no hay presencia del agente infeccioso. A esto
hay que sumar que, en muchos de estos paises, ya existen vectores competentes para la
transmision de dichos patdgenos y, a consecuencia del cambio climatico, es muy
probable que, en los proximos afios, vectores del sur colonicen nuevos territorios.

Las zoonosis vectoriales son enfermedades que los animales pueden transmitir a
los seres humanos a través de insectos y d4caros parasitos que transmiten los
microorganismos de un individuo a otro, siendo el Ser Humano un vertebrado
susceptible de ser contagiado. Segun la OMS, las enfermedades transmitidas por
vectores representan mads del 17% de todas las enfermedades infecciosas, y provocan
cada aifio mas de 700.000 defunciones, muchas de ellas evitables con las adecuadas
medidas de prevencion.
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Dentro de estas medidas, se incluyen el conocimiento de sus ciclos, su patogenia,
su epidemiologia y la relacién que hay entre ellas, formando parte del concepto “ONE
HEALTH”, para establecer medidas de control previas al contagio, es decir, conocer la
epidemiologia para poder establecer las medidas de lucha en origen, antes de que llegue
al ser humano. El control de vectores y el estudio de las enfermedades dentro de un
enfoque multidisciplinar es de vital importancia para la lucha y erradicacién de estas
enfermedades. No podemos entender el ciclo vital de un parasito o una bacteria sin
conocer al mismo tiempo el ciclo vital del artrépodo que la transmite, como tampoco
podemos comprender, en su totalidad, los ciclos vitales del artrépodo si no entendemos
la ecologia del medio en el que habitan. De esta manera, médicos, veterinarios, bidlogos,
farmacéuticos, ambientalistas, deben trabajar en equipo para abarcar la totalidad del
estudio de una zoonosis.

Incluidas en el Proyecto de respuesta mundial para el control de vectores 2017-
2030 propuesto por la OMS , se enumeran las Actividades nacionales y regionales
prioritarias y objetivos asociados para el periodo 2017-2022 en la implementacion del
proyecto de respuesta mundial para el control de vectores, el tercer pilar establece la
necesidad del Fortalecimiento de los sistemas nacionales de vigilancia de vectores e
integracion con los sistemas de informacién sanitaria para guiar el control de vectores
gue supere el 75% para el ano 2022. En la naturaleza, de forma habitual, la llegada de
enfermedades vectoriales a nuevos territorios se produce de forma gradual y lenta al
principio, ya que tanto el vector como el patégeno que transmite se encuentran con una
poblacién virgen la cual, con el tiempo, va viendo incrementado el nimero de portadores
disponibles.

No obstante, se puede dar el caso de que un vector llegue a un nuevo territorio,
ya sea de forma expansiva (desde territorios adyacentes) o artificial (medios de
transporte humano), si se encuentra con un exonodo o nucleo de potenciales
portadores/reservorios de la enfermedad ya infectados que se concentran en un punto
geografico determinado, procedentes de zonas donde la enfermedad sea endémica o
esté muy extendida, este vector va a adquirir los patégenos de forma mucho mas rapida
y a diseminarlo por todo el territorio de manera mas eficaz, en funcion de variables
multiples como son la cantidad de vectores disponibles y su capacidad de adaptacion al
nuevo ambiente, la cantidad de portadores disponibles, la densidad geografica tanto de
portadores competentes como de potenciales reservorios, la cercania a territorios
salvajes donde pueda encontrar reservorios que mantengan el ciclo salvaje de la
enfermedad y los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad, sobre todo Ia
velocidad con la que puede pasar de infectado a portador competente..

De esta manera, una zoonosis que, de forma natural podria tardar décadas o
incluso siglos en extenderse por un nuevo territorio, podria llegar a diseminarse en pocos
afios o incluso provocar brotes localizados geograficamente cerca de esos exonodos en
poco tiempo incluso meses, sobre todo si encuentra reservorios competentes aparte del
suyo natural. Esto puede verse agravado si la poblacion diana carece de defensas
adaptativas frente a la enfermedad. Un claro ejemplo de esta relacién se produce con
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los movimiento migratorios y, si extrapolamos este factor al transito y trafico de animales
de compafiia desde las zonas del Mediterraneo hacia el centro y norte de Europa,
podemos encontrarnos que se estén creando exonodos de las principales zoonosis
vectoriales del Mediterraneo en esos paises, lo que representa un enorme riesgo para la
poblacién humana que cohabita con los portadores en el exonodo, ademas del peligro
de convertirse en puntos de difusién de la enfermedad hacia los territorios adyacentes.

Con respecto a las otras zoonosis vectoriales con las que se va a comparar la
Leishmaniosis, debemos sefialar que las garrapatas también tienen una amplia
permanencia que abarca practicamente el afio entero pudiendo constatarse que perros
pueden presentar ecto-parasitosis en cualquier fecha del afio (mucho mads intensa en
verano, pero presente todo el afio).

En este estudio, marcamos como objetivo la presencia de determinados
organismos patdgenos capaces de llevar la enfermedad desde un animal doméstico muy
proximo a las personas (como es el caso del perro) a los seres humanos de su entorno.
Buscamos conocer cuales son las zoonosis vectoriales mas frecuentes en perros
adoptados en la provincia de Malaga y las posibles relaciones que pueda haber entre
ellas, con el objetivo final de entender sus interrelaciones y poder dar las
recomendaciones adecuadas de control sanitario y de Salud Publica, tanto en Espaia,
como en sus paises de destino mayoritario, Reino Unido y Alemania.

El cambio climatico estd ocasionando que los vectores competentes a la hora de
transmitir estos patdgenos, estén ocupando cada afio nuevos territorios, cada vez mas
al norte y durante mds tiempo al aino. Hoy se ven dipteros y garrapatas en lugares donde
antes no se detectaban. En las zonas donde si habitaban, su tiempo de actividad se ha
incrementado hasta el punto de que en algunas zonas su presencia es habitual a lo largo
de todo el afio, pudiendo vectorizar enfermedades de forma continua. Ademas, el
proceso de globalizacién también esta contribuyendo a transportar nuevas especies a
otros asentamientos, a veces incluso en otros continentes, siendo posible que tanto
patégenos como vectores encuentren en estos nuevos territorios nichos ecoldgicos
donde prosperar y nuevos hospedadores a los que adaptarse e infectar.

Estas enfermedades son conocidas por los paises del Norte de Europa como
“Zoonosis Vectoriales del Mediterraneo”. Esta denominacién proviene, al mismo tiempo,
de la alta seroprevalencia unida a la gran cantidad de perros de la costa norte
mediterrdnea que son exportados para su adopcion a paises del Norte de Europa.
Muchos de estos canes han resultado ser portadores inaparentes, cuando no
directamente enfermos de algunas de estas zoonosis o incluso varias al mismo tiempo,
generando un problema a los veterinarios de dichos paises que se han encontrado con
sintomatologias desconocidas en su zona de influencia y han debido contemplar en sus
diagnésticos diferenciales patologias que antes no veian. Por ello piden cada vez con
mayor insistencia a las asociaciones que importan dichos perros que sus delegados en la
zona mediterranea realicen controles para estas enfermedades. Algunos veterinarios en
Reino Unido y norte de Europa han mostrado su preocupacion por la creciente
importaciéon de portadores no testados. Por desgracia, no todas las asociaciones cuentan
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con los medios econdmicos para realizar exdmenes exhaustivos o simplemente carecen
de los conocimientos necesarios para entender la importancia de las zoonosis, por lo
gue encontramos desde perros enviados sin ninguna clase de prueba previa, pasando
por aquellos que son testados por serologia cualitativa (inmunocromatografia indirecta)
realizada por personal no cualificado vy, llegando finalmente a canes con serologias
cuantitativas, hemograma, bioquimica y proteinogramas, que son los sujetos en los que
se va a centras este estudio, recolectando muestras de sujetos de varias asociaciones
asentadas en la provincia de Mdlaga, que envian a sus animales a paises del norte
europeo (mayoritariamente Alemania) y Reino Unido.

Con los datos obtenidos de la interaccion y coinfeccion de otras zoonosis
vectoriales, los de leishmaniosis y sabiendo el destino de estos animales, podemos
obtener una valiosa informacidn del flujo de potenciales portadores que estan siendo
alojados en un nuevo nicho ecoldgico virgen para estos patdgenos. Los datos obtenidos
corresponden solo a una pequefia parte de los animales que se estan enviando fuera de
nuestras fronteras, otras asociaciones de la provincia y del resto de la Costa
Mediterranea, envian ingentes cantidades de animales y no todos los animales son
previamente controlados. Podemos asegurar que estamos proporcionando las
condiciones ideales para la creacién de nuevos exonodos desde los que los vectores
puedan colonizar estos territorios en lo que podria llamarse una “transmision diferida
facilitada”, un concepto a tener en cuenta para todas aquellas enfermedades
infecciosas (zoonosis o no, vectoriales o no) que aprovechando la Globalizacién, los
movimientos migratorios y sobre todo, la falta de conocimiento, prevencion y control
de las enfermedades emergentes, pueden crear una situacién sanitaria que amenace la
Salud Publica en toda Europa.

Los movimientos incontrolados, la fatal de informacién sobre los reservorios
importados y exportados, suponen un riesgo para la Personas que es inasumible hoy en
dia en una sociedad avanzada como la nuestra.

Las zoonosis parasitarias vectoriales del Mediterraneo son, por orden de
importancia desde el punto de vista de las asociaciones: Leishmaniosis, Ehrlichiosis,
Anaplasmosis, Filariosis y Bebesiosis. Se ha incluido un pequefio grupo de animales en
los que se ha realizado una cata preliminar para detectar Rickettsia conorii, ya que en los
ultimos dos anos se ha detectado un incremento de esta especie en los perros de
Malaga.

Principales vectores que encontramos en la zona Sur de Espafia, en la costa
mediterranea.

a. Mosquitos: Diversas especies de los géneros Aedes, Anopheles, Culex,
Phlebotomidae. Dentro de todos ellos, fijaremos nuestra atencién en aquellas
especies competentes a la hora de transmitir los parasitos Leishmania infantum
y Dirofilaria immitis.
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Los géneros Aedes, Anopheles y Culex son competentes en el mantenimiento y
transmisién de Dirofilaria immitis en toda la costa Mediterranea, y su presencia
ha sido detectada en varios puntos de Europa, subiendo cada vez mas al norte
las zonas con presencia de alguno de ellos. El género Phlebotomidae es
endémico de la costa Mediterranea y afio tras afio, estd colonizando nuevos
territorios hacia regiones mas septentrionales. Ademas, en las zonas donde ya se
detectaban, el tiempo de actividad cada vez es mayor debido a las altas
temperaturas en los meses de primavera y otofio. La OMS augura la presencia
de todas estas especies en nuevos territorios en los préoximos afos, estando
Reino Unido y Alemania dentro de la franja geoclimatica en la que el incremento
de las temperaturas proporcionara un nicho ecolégico positivo en la que los
flebétomos puedan medrar.

b. Garrapatas. Hay diversas especies, pero desde el punto de vista de la relacion
humanos-perros cobran especial relevancia aquellas capaces de actuar como
vector competente para Babesia canis, Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum y Rickettsia conorii.

e Ixodes ricinus transmite Anaplasma Spp y Babesia canis.

e Rickettsia conorii, fiebre botonosa, la transmite R. sanguineus siendo su
principal vector para Europa.
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3. CLiNICA

3.1. Contagio

En todas las especies, humanos, perros y gatos, se produce a través de la picadura
de una hembra de Phlebotomo spp. El desarrollo de la infeccidn es muy similar en perros
y seres humanos, siguiendo patrones parecidos tanto en la respuesta inmune como en
la patogenia y las lesiones provocadas. En gatos se encuentra aun en estudio, pero
parece ser que los felinos tienen una resistencia natural al parasito y que enfermedades
como las infecciones por retrovirus felinos'® pueden desencadenar una respuesta
incorrecta y dar lugar a infeccién clinica. Sin embargo, si que pueden permanecer
infectados sin mostrar signos de enfermedad clinica por largo tiempo, manteniendo los
parasitos en tejidos como bazo o ganglios linfaticos.

En otras partes del mundo>'8, la especie de Leishmania tiene especial
importancia, tanto para el curso de la enfermedad como en la presentacién de brotes,
pero en el sur de Europa, hasta el momento, solo se presenta Leishmania infantum. En
cuanto al factor hospedador, en paises subdesarrollados, es menos relevante puesto que
en las zonas geograficas de alta incidencia, la mayor parte de la poblacion vive en
condiciones de subdesarrollo mientras en Europa, este factor si adquiere relevancia
porqgue la poblacidn presenta en general un sistema inmune competente y los casos de
fallo en la defensa contra Leishmania van asociados a estados de inmuno-compromiso.

Nos obstante, el brote que se origin en 2012 en el municipio de Fuenlabrada®!
ha evidenciado que una alta densidad de reservorios infectados puede elevar el riesgo
de contraer la infeccidn (Figura 17) si se producen numerosas picaduras con alta carga
parasitaria en periodos cortos de tiempo.

Figura 167: Lesion ulcerosa Unica en paciente humano.
Fuente-M. Aguado. Actas Dermo-Sifiliogrdficas.
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Tanto en la especie humana como en la canina esta descrita la transmision vertical de
madre a hijo a través de las envolturas fetales, tanto en la perra como en la gata, la
placenta es de tipo epiteliocorial con distribucion zonal a modo de banda rodeando todo
el saco embrionario, disposicidn caracteristica de los carnivoros. Este tipo de placenta
presenta una erosion total de las dos capas mas superficiales del endometrio, el epitelio
endometrial y el intersticio, de forma que las células epiteliales coridnicas entran en
contacto directo con los capilares de la madre. Aunque los macréfagos pueden atravesar
casi cualquier tejido, tanto la barrera hematoencefalica como placentaria suele estar
mas restringida al libre paso de células o moléculas. Dado que los monocitos circulantes
quedan a tan solo una capa de los tejidos embrionarios, el paso de alguno parasitado a
los tejidos del feto no deberia ser extrafio y este hecho estd respaldado por la
notificacion de fetos y neonatos infectados via materna en la especia canina, siendo la
hipdtesis aplicable a los gatos, que poseen el mismo tipo de placenta, tanto a nivel
morfoldgico como histologico.

3.2. Mecanismos de defensa del hospedador

Cuando un nuevo hospedador recibe la picadura de una hembra de fleb6tomo spp.,
los promastigotes metaciclicos se introducen en la piel? y son detectados por el
sistema inmune del nuevo hospedador. En este momento pueden desencadenarse dos
tipos de reaccidon inmunoldgica, la conocida como “defensa humoral” que no es
efectiva y acaba en el desarrollo de sintomas clinicos y la “defensa celular” en la que el
sistema inmune logra contrarrestar de forma efectiva la invasion.

a) Via humoral Th2.

Si son los Linfocitos Th2 los que se activan, la produccién de citocinas se desplaza
hacia las interleucinas cuatro y diez (IL4, IL10) y el factor de Crecimiento Beta (TGF-y).
Estas citoquinas activan al macréfago M2 que no tiene capacidad leishmanicida, es mas,
pueden producir poliamidas que favorece la multiplicacién y el crecimiento de los
parasitos. A todo este efecto inmunitario se suma que se forman numerosisimos
complejos inmunes tipicos de la reaccidn de hipersensibilidad tipo lll, que se depositan
en vasos sinoviales, glomerulares o hepaticos, lo que causa fallo en estos drganos.
También pueden unirse a los eritrocitos y leucocitos circulantes provocando o
empeorando estados de anemia, leucopenia y trombocitopenia.

También se va a producir una reaccion de hipersensibilidad de tipo Il que
provoque sintesis de anticuerpos con actividad autoanticuerpo, lo que desemboca en
enfermedades autoinmunes concomitantes como anemias hemoliticas,
trombocitopenias inmunomediadas. En niveles mas graves de la enfermedad, se
sintetizan anticuerpos frente a proteinas propias del organismo hospedador
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b) Via celular Thl: El organismo se enfrenta al pardsito mediante una
respuesta adaptativa celular con la aparicién de:

e Linfocitos CD4+ tipo Thl, que son productores de citocinas activadoras de
macrofagos, los cuales son capaces de eliminar las formas parasitarias. Las
citocinas producidas son las interleucinas uno y doce (IL-2, IL-12) y el interferén
gamma (IFN-y).

e Los linfocitos T CD8+ citotoxicos y células NK que destruyen las leishmanias
mediante el uso de radicales oxigenados como el éxido nitrico.

3.3. Diseminacion
a) Linfatica:

Desde el punto de picadura® o chancro de inoculacién los amastigotes viajan al
ganglio regional en el que medran y dispersan nuevos parasitos al resto del sistema
linfatico, una vez llegan a médula 6sea, la diseminacion es mucho mas rapida.

b) Sanguinea

Partiendo del punto inicial o desde ganglio! o médula 6sea, los amastigotes llegan a
la sangre donde viajan intracelularmente saliendo solo para infectar nuevas células.

3.4. Patogenia

Segun la especie hospedadora, hay una tendencia a clasificar la enfermedad o por
su forma de presentacion! (Humanos) o por su gravedad® (canidos). Todas ellas se han
descrito tanto en Humanos como en reservorios; no obstante, en el dmbito de nuestra
especie, se tiende a clasificarla por sus manifestaciones clinicas y, a continuacion, por su
gravedad, mientras que en canidos se han establecidos varios grados de afectacién. En
gatos no hay un consenso cientifico hasta la fecha para categorizar la infeccién.

3.4.1. Patogenia atendiendo a su forma de presentacion

a. Forma Cutdnea:

Esta forma se produce cuando se presenta como chancro o lesion localizada Unica
(la forma mas comun de presentacion en personas del primer mundo) o de lesiones
cutaneas diseminadas por toda la superficie corporal, se considera el estado mas leve de
la enfermedad! aunque esto no implica que la intensidad de las lesiones no sea de
gravedad. En personas, el chancro de inoculaciéon puede avanzar hasta crear ulceras
excavadas (Figura 18) que dejan importantes cicatrices y afectan a la vida de los
pacientes.
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Figural8-A: dermatitis en paciente humano con

presencia de ulceras excavadas ocasionadas por
infeccion de L. infantum.

Fuente Actas Dermo-Sifiliogrdficas.

Figura 18-B: Mismo tipo de lesion
en paciente canino. Fuente propia

La forma diseminada es altamente incapacitante y deja a los pacientes expuestos a
infecciones secundarias. Tanto en perro como en gato, la lesién primaria o chancro de
inoculacién no suele derivar en ulcera excavada, sino que la presencia de nddulos
aparece con mayor frecuencia. En la forma diseminada ambos carnivoros presentan
dermatitis y es recurrente ver infecciones secundarias asociadas a la leishmaniosis. En
pacientes caninos se presenta de igual forma aunque la presencia de pelo y la menor
higiene condiciona la aparicién de infecciones bacterianas oportunistas que derivan en
dermatitis secundarias-

b. Forma mucocutanea

Afecta a mucosas y pliegues mucocutaneos?!, provocando en ocasiones lesiones
altamente incapacitantes en pacientes humanos, con desaparicién de grandes porciones
de tejido que dejan expuestas las capas subyacentes a infecciones secundarias. En el
pasado, algunas de estas manifestaciones llegaron a confundirse con sifilis o lepra (Figura
19).
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Figura 19: Lesiones similares en un paciente Humano, canino y felino afectados de leishmaniosis mucocutdnea.
Fuente: who.org (Humana) y propia (perro y gato)

c. Forma visceral

Por instauracién per se o por evolucidn de las dos anteriores; por fracaso del sistema
inmune, se trata de la forma mas grave!® de presentacion de la enfermedad, tanto en
humanos como en animales, ya que los pardsitos van a multiplicarse en todos los
drganos y a provocar reacciones del sistema inmune con el consiguiente depdsito de
inmunocomplejos que dificultan la libre circulacién de sustancias, sobre todo a nivel de
rifones e higado donde entorpecen en gran manera sus funciones. Si no es tratada,
termina con el fallecimiento del paciente (Figura 20).

Figura 20: Paciente canino y Humano en fase avanzada de Leishmaniosis visceral.
Fuente propia (perro) y hindawi.com (humano)

3.4.2. Patogenia atendiendo a la gravedad de presentacion, Estadios | a IV, usada
principalmente en animales.

En los ultimos afios, se ha instaurado un cuadro jerarquico de sintomatologia®> en
pacientes caninos para clasificar y definir el estado de la infeccidn. El trabajo ha sido
recogido en las guias Leishvet® de libre acceso para todos los profesionales y se resumen
en 4 estadios, del |, el mas leve, al IV, el mas grave y con peor prondstico.

a. En el Estadio | de la enfermedad, el animal presenta pocos signos clinicos, con
lesiones cutaneas en forma de nddulos y alguna linfadenopatia localizada (Figura
21). Suelen ser negativos en las pruebas de inmunoensayo tanto cuantitativas
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como cualitativas o con niveles muy bajos de anticuerpos. Su prondstico es
bueno si se instaura el tratamiento pronto.

Figura 21: nédulo aislado en pdrpado canino. Fuente propia

En el Estadio Il, la infeccién ya ha avanzado del chancro de inoculacion,
presentando sintomas generales de media intensidad y, segun la forma de
presentacién, lesiones en mucosas, piel o ambas, la adenopatia ya es
generalizada (Figura 22) y comienzan los signos inespecificos como apatia,
pérdidas ponderales y alteraciones analiticas como anemia, incremento de la
gamma globulinas y disminucion de la albumina. El prondstico es grave, pero si
se instaura un tratamiento adecuado y el paciente lo supera, puede llegar incluso

a seronegativizar en un analisis cuantitativo de anticuerpos en sangre.

Figura 22: Multiples nédulos y esplenomegalia en paciente canino. Fuente propia

En el Estadio lll, a todas las manifestaciones de los dos grupos anteriores, se
afladen otros sintomas como glomerulonefritis con proteinuria y prondstico
reservado. El tratamiento puede llegar a conseguir que los sintomas remitan,
pero esos animales suelen quedar con niveles de anticuerpos detectables en
sangre y ser portadores operativos (Figura 23).
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Figura 23: Paciente canino con emaciacion debido a una leishmaniosis visceral. Fuente propia

d. Finalmente, en el Estadio IV, el empeoramiento manifiesto de todos los sintomas,
con exacerbacién del cuadro clinico, aparicion de ulceras multiples, costrosas o
excavadas y dermatitis generalizadas que se unen al fallo renal y hepatico. El
prondstico desfavorable. No sélo hay que tratar la infeccidén sino lograr que la
funcion renal y hepatica se restauren y dependiendo de la severidad de las
lesiones en ambos érganos, no siempre se puede lograr que el animal sobreviva.
Se han descrito casos, incluso en hospitales de alta calidad (Figura 24) donde se
han llegado a realizar didlisis de estos perros, pero su uso esta restringido al
poder econdmico de los propietarios y tiene fuertes condicionantes éticas en la
aplicacion de medidas correctoras tan invasivas en un animal doméstico que es
portador de una zoonosis.
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Figura 24: Paciente canino hospitalizado con azotemia, hipoalbuminemia y
hepatitis, debidas a una leishmaniosis con titulo IFl superior a 1/1200.
Requirié nutricion asistida, fluidoterapia, diuresis forzada y
soporte durante el tratamiento con antimonial. Fuente propia.
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4. DIAGNOSTICO

El diagndstico® de la leishmaniasis visceral se efectia mediante la combinacién
de un examen clinico con pruebas parasitoldgicas o seroldgicas (pruebas de diagndstico
réapido e inmunoensayos cuantitativos). Las pruebas seroldgicas tienen un valor limitado
en las leishmaniasis cutdnea y mucocutanea. El diagndstico se confirma cuando los
analisis parasitoldgicos corroboran las manifestaciones clinicas. Este criterio es valido
tanto para el diagndstico en reservorios como en Humanos, con la excepcién de que, en
el caso de los animales, no existe un protocolo diagndstico consensuado pese a ser una
Enfermedad de Declaracion Obligatoria (EDO).

Las formas cutanea y mucocutanea tienen mayor facilidad de diagndstico, ya que
un raspado profundo de la lesidon y su posterior observacion microscopica o
identificacion mediante técnicas genéticas de PCR demuestran rapida e indudablemente
la presencia del parasito. Se han establecidos varios criterios que, de forma sinérgica,
acercan al diagnéstico:

4.1. Criterio cinico-sintomatoldgico

e Cutanea: Una o mas lesiones ulcerosas indoloras en cara, cuello, brazos y piernas, que
puede aumentar de tamafo para convertirse en una Ulcera no dolorosa de duracidn
variable que cura espontaneamente dejando cicatriz deprimida.

¢ Mucocutdnea: Afectacion de mucosas por diseminaciéon de la forma cutanea. Ciertas
cepas pueden diseminarse en mucosas y causar lesiones deformantes al implicar la
destruccidn de los tejidos nasofaringeos

e Visceral: Fiebre irregular prolongada, esplenomegalia y pérdida de peso. Posterior
hepatomegalia moderada, adenopatias inguinal y cervical, leucopenia, anemia y
trombocitopenia.

4.2. Criterio laboratorial-analitico

e Deteccién del ADN del parasito (PCR) en sangre.
e Visualizacién del parasito (parasitologia positiva por tincion, cultivo de la lesion).

e Parasitologia positiva (frotis tefiidos de la médula ésea, el bazo, el higado, los ganglios
linfaticos, la sangre o el cultivo del microorganismo de una biopsia o aspirado).

e Serologia positiva (IFAT, ELISA, inmunocromatografia rk39, prueba de aglutinacion
directa). Las pruebas rapidas seroldgicas poco utiles para leishmaniasis cutdnea
porque los niveles de anticuerpos son indetectables o muy bajos. Solamente para
leishmaniasis mucocutanea se puede admitir como diagnostico la serologia positiva
(IFAT, ELISA).
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Las pruebas seroldgicas tienen dos limitaciones:

Los anticuerpos especificos siguen siendo detectables en suero de sangre
periférica hasta varios afios después de la curacidn. Por lo tanto, en las recaidas
el diagnostico basado Unicamente en la serologia no es fiable porque puede
sefalar falsos positivos.

Una proporcion significativa de las personas sanas que viven en zonas endémicas,
sin antecedentes de leishmaniasis visceral, son positivas para anticuerpos anti-
leishmania debido a infecciones asintomaticas. Esto quiere decir que pueden
haber estado en contacto con el pardsito por la picadura de un vector, pero haber
superado la infeccidén o ser portadores inaparentes. Por lo tanto, el diagnostico
seroldgico siempre debe ser utilizado combindndolo con la definicién de caso
clinico de leishmaniasis visceral. La inmunocromatografia con antigeno rk39 es
una prueba rapida para realizar en el campo y que puede tener valor prondstico,
pero no diagndstico. Un paciente portador puede desarrollar la enfermedad por
lo que se requieren mas datos para separar infectados de enfermos.

4.3. Diagnéstico en los reservorios:
4.3.1. Perro

Segun la guia Leishvet®, el algoritmo diagndstico es el siguiente (Figura 25):

Non-waccinated dogs with dinical signs and/or dinicopathological abnormalities
consistent with leishmaniosis

Sl U «—  Quantitative seraology* | — NEGATIVE —
l l
m e L Cytological/histological i
evaluation
|

_ﬂ w— Lefshmanio amastigotes

l

= B

l |

I PCR — NEGATIVE — Consider
other

diagnoses

* Cytology could be performed at the same time in any lesional tissue or biological fiuid.

Figura 25: FUENTE: www.leishvet.org
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Otros métodos de diagndstico3, como uso de la PCR para demostrar la infeccidn, han
sido estudiados en diversos tejidos como sangre, biopsia de piel, médula dsea y
conjuntiva y los resultados han sido poco definidos para algunos de estos tejidos, por lo
que actualmente se considera necesario realizar PCR a varios tejidos distintos
procedentes del animal sospechoso y compararlos con los signos clinicos.

4.3.2. Gato

Diversos estudios!® han demostrado que los gatos que viven en zonas endémicas
pueden portar el parasito y, en ocasiones, mostrar signos clinicos de la enfermedad
(Figura 26). No hay un acuerdo claro acerca del protocolo diagndéstico y cada autor ha
comunicado casos clinicos siguiendo criterios similares al del perro. Uno de los objetivos
principales de esta tesis es llegar a un protocolo diagndstico fiable en esta especie.

Figura26: Amastigotes en frotis felino. Fuente propia.
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5. TRATAMIENTO

El tratamiento de la leishmaniosis depende de si se trata de un hospedador animal o
de un Ser Humano. En ambos casos hay que tener en cuenta el estado del paciente, la
presentaciéon de la enfermedad y la presencia de comorbilidades. En seres
humanos>2%21, el tratamiento puede llevar a la eliminacidn de la enfermedad, no siendo
asi en el reservorio canino. En cualquier caso, el estado inmunitario del paciente?? es
fundamental porque la medicacion puede eliminar cierto niUmero de parasitos, pero no
es suficiente para acabar con todos. Es vital que las defensas del hospedador acompafen
esta lucha y destruyan los parasitos, sobre todo llegando a las formas intracelulares. Es
por ello por lo que los estados inmunolégicos inadecuados o insuficientes aumentan el
riesgo de fallo terapéutico o la aparicion de recidivas. En el caso de los Seres Humanos,
la confirmacidn diagndstica de la enfermedad requiere de la instauracion inmediata de
tratamiento.

En la Comunidad Auténoma Andaluza'®, es obligatoria la comunicacion de la
enfermedad en perros, asi como su tratamiento con productos leishmanicidas o el
sacrificio sanitario del animal. Existe un protocolo de comunicacion a través del Consejo
Andaluz de Colegios Oficiales de Veterinarios, donde el veterinario clinico registra la
fecha de diagndstico y el tratamiento prescrito. Por desgracia, no se realiza un
seguimiento de los casos positivos ni se estd comprobando el cumplimiento de la
Declaracion Obligatoria por parte de las autoridades sanitarias.

Diferentes productos se han usado a lo largo de los afios contra las distintas formas
de presentacién de esta enfermedad, los mas fiables son?32425;

5.1. Leishmanicidas:

a) Antimoniales pentavalentes: Interfieren en el mecanismo bioenergético celular
del parasito.

e Antimoniato de meglumina: Su uso esta permitido tanto en Seres Humanos
(Glucantime® CN700692) como en Animales (Glucantime® CN571111 u
Antishmania® CN585303). Los efectos secundarios requieren monitorizacién
del paciente en ambas especies. Aunque el medicamento veterinario no esta
registrado para la especie felina, de manera experimental se hace un uso
“extra-etiqueta” en los casos de gatos.

e Estibogluconato de sodio: Solo para Seres Humanos, no disponible en Espaia
(Reino Unido, Pentostam®).

b) Anfotericina B liposomial IV: Antimicético poliénico que se une a esteroles, con
muchos efectos secundarios. Unicamente para Seres Humanos y bajo
dispensacion hospitalaria (Ambisome ®CN679076). En algunos casos los
propietarios han conseguido la medicacidon pero su efecto en perros no esta
comprobado.
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c)

5.2.

Miltefosina: Antineopldsico con accion en las vias metabdlicas fosfolipidicas
afectando sobre todo a la membrana parasitaria. Uso preferente en animales, en
Seres Humanos se usa en zonas subdesarrolladas, no esta comercializado para su
uso en humanos en Espafia, pero si para su uso veterinario (Milteforan®
CN577231,577232y 577233).

Leishmaniostatico: Solo hay uno, el alopurinol, que impide la formacién de
acido urico a partir de purina por bloqueo de la Xantina-oxidasa. De uso
frecuente en animales (numerosas presentaciones genéricas, principio activo
liberado).

5.3. Tratamientos complementarios

Ademas de estos tratamientos especificos, los profesionales sanitarios cuentan con
tratamientos complementarios destinados a potenciar los descritos anteriormente y a

ayudar al propio sistema inmune del animal a luchar contra el parasito. Estos

tratamientos son:

a.

Inmunomoduladores: El uso de la domperidona?* como estimulador inespecifico
de la via celular es ampliamente conocido y fue un descubrimiento espafiol de
finales del siglo XX. Actualmente se usa de forma amplia en veterinaria
(Leisguard® CN579459) y también en Seres Humanos en zonas subdesarrolladas
del planeta.

Dentro del campo de nuevas terapias se estan usando productos de fitoterapia
como Artemisa annua®®3>, extracto del micelio de Lentinus edodes, que
promueve la actividad de células NK, asi como la proliferacion de macréfagos y
la diferenciacién de células T a Th1.
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SECCION 22

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

1. Objetivo principal: Realizar un analisis general del estado de la Leishmaniosis en
la provincia de Mdlaga, prestando especial interés en la epidemiologia de los reservorios
domésticos.
2. Objetivos parciales y su justificacion:
2.1. Prevalencia: Se busca cudl es la situacidn en la actualidad en la franja litoral de
Malaga, tanto en reservorio animal como Humano y la potencial correlaciéon que haya
entre ambos grupos.
2.2. Ecologia: La polarizacién del modelo de uso del suelo33233 en la provincia de
Malaga® crea dos habitats bien diferenciados entre el modelo turistico-urbano en la zona
Oeste y el agrario en la Este. ¢afecta esto a la prevalencia de la enfermedad en los
reservorios?
2.3. Hospedadores domésticos

2.3.1. Perro

Conocido su papel en todo el Mundo?>3® como reservorio principal del parasito,
estudiados de manera profunda los mecanismos del contagio y de la enfermedad en esta
especie, establecido el mapa epidemioldgico a nivel nacional, quedan algunas dudas por
resolver con respecto a esta especie:

a. Zoonosis vectoriales comdrbidas: Ademds de la citada prevalencia de la
enfermedad en estos animales, considerados reservorio principal, se pretende
comprobar si otras zoonosis vectoriales habituales de la zona se presentan en
comorbilidad®” y si dicha coinfeccidn afecta al potencial infectivo de los portadores o si
existe relacion y se influyen mutuamente.

b. Proponer un nuevo término Epidemioldgico: La “Transmision Diferida
Facilitada”: Siendo Malaga un lugar de alta densidad de residentes extranjeros y uno de
los principales exportadores de mascotas domésticas abandonadas desde Espafia a
paises del norte de Europa, es importante conocer el ratio de portadores respecto a
sanos, descubrir qué riesgos representan para la salud publica las actuales tendencias
de globalizacion y movimiento de animales, fijando el objetivo en las adopciones
internaciones de animales con destino a Europa. La hipdtesis de la que parte este estudio
es que debido a esta migracion de animales desde nuestro territorio se estan creando
“Exonodos” de parasitos en nuevos territorios que estaban libres y protegidos
previamente, tanto por su climatologia como por la orografia que dificulta la
diseminacidon del vector desde zonas mas surefias. El transporte a grandes velocidades
podria trasladar vectores competentes a nuevas dreas donde podrian encontrarse con
sujetos portadores llevados desde nuestro territorio, conformando lo que hemos
llamado “transmision Diferida Facilitada”, un concepto epidemioldgico para tener en
cuenta en el futuro.
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c. Efectos del aislamiento de reservorios durante el confinamiento de 2020: Como
ultima cuestidn v, a raiz del Estado de Alarma a causa de la pandemia de SARS-CoV-10,
gue ha influido en el desarrollo y tiempo de ejecucion de este proyecto, comprobar la
influencia del confinamiento durante 2020 y anos siguientes en la incidencia y las
tendencias®’ de la enfermedad en el reservorio principal.

2.3.2. Gato

a. Valoracion de las técnicas diagndsticas disponibles: Dada la poca
informacion!®383940 sobre cdmo afecta la enfermedad a esta especie (aunque en la
ultima década se han realizado importantes avances en su estudio), es necesario
determinar el papel real que juegan en el mantenimiento y transmisidn del parasito en
la provincia de Malaga y evaluar su capacidad para ser portadores efectivos, ademas de
comprobar si la enfermedad les afecta y a qué nivel. Pese a las publicaciones cientificas
de los Ultimos afios*42434445 |35 técnicas diagndsticas no estdn aun claras y no hay un
acuerdo sobre una forma de diagndstico*®47,484950.51,6,56 an esta especie, se pretende
evaluar los métodos disponibles:

Serologia: Son técnicas que buscan determinar la presencia de anticuerpos anti-
leishmania en la sangre de los gatos sometidos a estudio. La busqueda directa de
antigeno es mas complicada, puesto que, al tratarse de un parasito intracelular, la
posibilidad de encontrar antigenos libres en sangre es mucho menor que la de encontrar
anticuerpos. De las técnicas disponibles se han seleccionado:

e Inmunofluosforescencia Indirecta o IFl: Con el objetivo de comparar y
comprobar los resultados de aquellos individuos que portando el parasito, haya
hecho la seroconversion y estén luchando por la via Th2.

e Enzimo-Inmunoanalisis de Adsorcion o ELISA: Se establecié el mismo convenio
para la caracterizacién de sujetos que proporcionaron sangre para el aislamiento
de suero con el que ajustar la prueba felina. Se pretendia contar con una prueba
fiable y automatizada.

e Inmunocromatografia de Membrana o IC/LF: En colaboracién con Laboratorios
Uranovet® en el desarrollo de una prueba rapida de inmunocromatografia de
membrana, dentro del convenio antes mencionado, en el que se extraeran
muestras que permitan caracterizar a los sujetos a los que se extraera suero
suficiente para poner en marcha una prueba de estas caracteristicas. Ademas, se
van a realizar pruebas de campo en las que valorar la calidad del producto, asi
como el diseno del modo de uso que se editara en las instrucciones de este,
buscando la mayor facilidad en el manejo para el veterinario clinico, todo dentro
de un proyecto I+D+i emprendido por la empresa Uranovet®.
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Genética molecular o PCR: Toma de muestras de distintos tejidos para determinar la
presencia de material genético del parasito® y poder comparar los resultados con las
otras técnicas, asi como ayudar a caracterizar cada sujeto estudiado.

Microscopia directa: frotis de las muestras de tejidos para su tincion y valorar la
fiabilidad de la prueba en esta especie.

b. Disefio de un algoritmo diagndstico en gatos: Uno de los objetivos mas
necesarios de este estudio es desarrollar, mediante los datos obtenidos, una guia de
pasos para el diagndstico de la enfermedad en la especie felina que sirva de guia a los
veterinarios clinicos. Esto no sélo repercute en su labor diaria, sino que ayudard a
descubrir nuevos casos que, una vez declarados, entraran a formar parte de los datos
estadisticos de la presencia del parasito en otros reservorios, informacién que es
fundamental para la comprensién de la enfermedad y la valoracion de la prevalencia, los
riesgos para los hospedadores, tanto humanos como animales y proporcionard una
herramienta mas en el disefio de estrategias para luchar contra ella.
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1. FUNGIBLES

SECCION 32

MATERIALES

Material de extraccion y almacenaje

a) Jeringuillas de dos piezas, de un solo uso, estériles (Tabla 3).

Tabla 3: Tipos de jeringuillas usadas.

Capacidad Cono Luer Uso
lcc Concéntrico | Sedacién de gatos y perros pequefios
2,5cc. Concéntrico | Sedacidn perros medianos
Extraccion de sangre en gatos y perros pequeiios
5cc. Excéntrico Sedacion en perros grandes
Extraccion de sangre en perros grandes y animales
destinados a eutanasia
10cc. Excéntrico PAAF de todas las muestras

b) Agujas, dos piezas (punzante y tapdn de seguridad), de un solo uso, estériles
(Tabla 4):

Tabla 4: Tipos de agujas utilizadas.

Ne LARGO ANCHO uso
(mm.)
26G 16mm 0,45 x0.23mm Sedacidn IM gatos y perros pequefios
25G 16mm 0,50 x 0.23mm Sedacion IM gatos y perros pequefios
Naranja
3G 25mm 0,62 x0.29mm Extraccidn sangre perros medianos
Azul Sedacidn en todos los perros
2G 32mm 0,70 x 0.35mm Extraccion de sangre en perro grandes
21G 32mm 0,80 x 0.42mm Extraccion de sangre perros grandes
M PAAF en animales pequefos
20G 38mm 0,90 x 0.49mm PAAF animales medianos
Amarillo
18G 38mm 1,20 x0.73mm PAAF animales grandes
Rosado
16G 38mm 1.60 x 0.90mm PAAF animales muy grandes
blanca

c) Catéteres: en cuatro piezas: Punzante-fiador, catéter de teflon, tapdn de
seguridad y tapdn de salida. De un solo uso, estériles y desechables (tabla 5).
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Tabla 5: Tipos de catéteres intravenosos desechables usados.

Ne LONGITUD | CALIBRE uso
23G 25mm 0,62 x Extraccidon sangre gatos y perros pequenos
Azul 0.29mm Inyeccién de medicamentos
21G 32mm 0,80 x Extraccion de sangre en perros medianos
m 0.42mm Inyeccién de medicamentos
18G 38mm 1,20 x Extraccién de sangre perros grandes
Rosado 0.73mm Inyeccién de medicamentos

d) Almacenamiento y procesado: Para el manejo de las muestras bioldgicas (Tabla
6)., desde su recoleccion, su transporte, procesado, hasta su almacenamiento
final en el biobanco a -702C existente en el ISCIlIl, donde se han unido a
numerosas muestras procedentes de toda Espafia y que se encuentra disponible
para consulta y uso con fines investigadores previa solicitud al Laboratorio de
Parasitologia, Unidad de Leishmaniosis y Chagas. Dichas muestras consisten en
ADN purificado y alicuotadas, plasmay suero.

Tabla 6: Tipos de contenedores de muestras bioldgicas utilizados.

CONTENEDOR COLOR FINALIDAD

EDTA Transparente, tapon Hemograma
morado

Heparina-K Transparente, tapon Proteinograma

verde

Gel separador

Transparente, tapdn rojo

Bioquimica e ionograma

Seco estéril

Transparente, tapon
blanco

Suero/plasma ya extraido

Eppendof 2ml seco
estéril tapdn rosca

Transparente, tapén de
rosca con goma aislante

Suero/plasma extraido
ADN purificado
Envase final Biobanco.

Eppendorf 2ml Transparente, tapon Biopsias piel, higado, bazo,
con NET 10 transparente mucosa, ganglio, médula dsea
Falcon Estéril Transparente, tapdn rojo | Biopsias grandes,

Con NET 10 Embriones completos

Contenedor muestras
de 50ml con NET-10

Plastico blanco
transparente, tapon rojo

Biopsias grandes, érganos,
Fetos completos
Vesiculas embrionarias
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2. MAQUINARIA usada en laboratorio y en clinica (Tabla 7). Las del laboratorio
estan duplicada, puesto que se ha contado tanto con el laboratorio de
microbiologia de la Universidad de Malaga como con el de Parasitologia del
Instituto de Salud Carlos Ill. Con respecto a la clinica, se han realizado
procedimientos en varios centros, pero siempre con un minimo de equipamiento
necesario para los procesos en cada sujeto que garanticen el bienestar animal y
el cumplimiento de la normativa veterinaria en vigor.

Tabla 7: Maquinaria utilizada en los procedimientos clinicos y laboratoriales.

LABORATORIO CLINICA

Incubadora agitacion en inmersion Generador de oxigeno
Centrifugadora Vaporizador de Isoflurano
Vortex Pulsioximetro

Medidor de pH Monitor multiparamétrico
Bascula Infusor intravenoso

Micro bdscula Estufa clinica

Microscopio dptico Equipo completo de quiréfano
Microscopio de luz polarizada Termometro

Lector de PCR Congelador -202C
Electroforesis en gel Congelador -702C
Ciclador programable PCR Campana de flujo

Micro batidora clinica Estetoscopio

3. ACCESORIOS
Ordenador
Vehiculo
Vestimenta EPI para animales aislados y quirdéfano
Vestimenta de trabajo con los animales
Vestimenta de laboratorio
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SECCION 42
METODOS

1. METODOS CLINICOS

1. EXAMEN CLiNICO

Se elaboraron fichas clinicas con las caracteristicas de cada sujeto, categorizacion,
etiqueta Unica y a partir de ahi se escribid su historial.

En animales de centros de acogida temporal (protectoras y zoosanitarios):
Primero se hizo una valoracion visual del animal, asi como una anamnesis a la persona
gue lo entregd, encontrd o recogid, también se pasaba el cuestionario a los voluntarios
sobre aspectos como comportamiento en la jaula, grado de docilidad, socializacién y
relaciéon con otros individuos. Mas tarde, cuando el animal ya estaba habituado al centro,
se valoraba su actitud, su alimentacién, estado general. Se tomaban los datos basicos
como peso, talla, tipo de pelaje.

En Clinicas veterinarias: ficha clinica con todos los datos aportados o existentes
en el fichero del veterinario colaborador.

A continuaciéon se valoraba en todos los casos al animal mediante (Tabla 8)
palpacion, percusion, auscultacién y examen visual de los pardametros basicos de salud
como TRC, hidratacion, presencia de anormalidades anatdmicas, adenopatias,
esplenomegalia, fiebre o hipotermia, conjuntivitis, blefaritis, uveitis, onicogrifosis y
estado de la piel, anotando todos los parametros para luego establecerlos como
variables estadisticas.

Tabla 8: Valoracion de los parametros de salud bdsicos tomados como variables.

Valoracion Palpacion Linfadenomegalias, esplenomegalia
Clinica Exploracion Peso, estado corporal deficiente, fiebre, palidez
mucosas, TRC, descamaciones, Ulceras,
dermatitis, onicogrifosis, ndédulos cutaneos,
conjuntivitis, blefaritis, uveitis, intolerancia al
ejercicio, poliuria, polidipsia, oliguria, anuria,
disminucion del apetito, letargo, vomitos,
diarreas
Auscultacion Disnea, taquipnea, bradipnea, alteraciones
cardiacas

Una vez admitido el sujeto al estudio, se procedia a la toma de muestras dentro
del ejercicio clinico de esterilizacién o, en el caso de individuos de clinicas, mediante la
sedacion. Todas las muestras fueron etiquetadas en el momento de la recoleccién y
procesadas segun protocolo establecido.
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2. PREPARACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS
- En animales vivos: Todos los procedimientos se han realizaron de manera

limpia y aséptica con el protocolo de Limpieza y desinfeccién (LYD) siguiente:

e Rasurado con maquina peladora inaldmbrica y cuchilla del n20 (a ras de
piel) y se retirada los restos de pelaje.

e Aplicacion solucion jabonosa de clorhexidina al 2% y frotado con una gasa
empapada para retirar la suciedad de la piel, repitiendo el proceso hasta
que la gasa saliese limpia, Secado con gasa estéril.

e Aplicacion de antiséptico (Clorhexidina o povidona yodada).

e Paralas muestras de PAAF y raspado, la LYD es la misma, siendo la zona de
rasurado de la piel un cuadrado de 5x5cm. Una vez rasurada la ventana de
acceso:

e Desinfeccion la piel con una torunda impregnada en solucién de povidona
yodada.

En la toma de muestra de sangre, se cateterizaron o punzaron las venas
cefalicas o tarsales y se extrajo una cantidad no inferior a los 6ml.

En los raspados cutaneos y PAAF, sobre la piel seca ya esterilizada, se usé pafio
de campo estéril y se realizaron los cortes para las ventanas de trabajo. En
ejemplares pequefios, se usd un mismo pafio de campo grande que cubria a todo el
animal, al que se le realizaron varias aberturas para la obtencion de las distintas
muestras.

- En animales eutanasiados por motivos humanitarios: Una vez detenido el
corazén y confirmada la muerte por el personal veterinario, se extrajeron las
muestras de modo aséptico para evitar contaminacién de estas. Si se sospechd
previamente de enfermedad clinica, se realizd necropsia completa con
extraccion de muestras mas grandes, al menos 10gr de muestra, de bazo,
ganglios completos, trozos de piel y mucosa.

En los gatos sometidos a método CER, es comun la realizacion de un corte en forma
de “V” en la punta de la oreja (Figura 27) para ser facilmente identificables y no ser
sometidos a una nueva anestesia en caso de recaptura, tras la sedacién, se colocd
catéter en las mismas condiciones anteriores, se tomaron todas las muestras necesarias
y la muestra de piel se obtuvo del propio trozo cortado en el pabellén auricular. El
procedimiento consistio en aplicar dos pinzas hemostaticas formando una “V” cortando
por el interior con unas tijeras Metzenbaum rectas de punta roma. Ese trozo de piel de
la punta de la oreja es precisamente el que se uso para buscar amastigotes por PCR y
Microscopia. Para ello se realizd un frotis en fresco con la propia piel raspada con una
hoja de bisturi del n220 o 22, tras esto, se introdujo el trozo en un tubo con NET-10
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previamente etiquetado y se almacend en la gradilla correspondiente para su posterior
procesado.

Figura 27: Marca CER en oreja de un gato feral esterilizado. Fuente Revista Argos®

Durante la esterilizacion de gatas de programas CER suele ser comun que algunas
hembras puedan venir prefadas. En estos casos, se realizd |la ovario-histerectomia
completay, al terminar todas las intervenciones programadas, se abrieron los Uteros y
se extrajeron las vesiculas embrionarias o los fetos si el estado gestacional era mas
avanzado. Los embriones se 8introducian completos en tubos Falcon de 10cc. Los fetos
se abrieron y se extrajo la masa hepato-esplénica completo que fue introducida en el
mismo tipo de tubo para posterior prueba genética.

Para la toma de muestras de médula en perros: si el animal tenia el tamaio
suficiente (a partir de los 4kg de peso magro), las muestras se obtenian
introduciendo una aguja en el angulo costo condral de las dos Ultimas costillas
falsas no flotantes, en direccién ascendente por el interior del tejido déseo
esponjoso, se us6 una jeringuilla de 10ml para proporcionar el suficiente vacio
hacia la misma y extraer una buena cantidad de médula. Luego se introdujo en
NET10 y se almacend en su gradilla.

En la toma de muestra de Médula en gatos: se uso la técnica de la articulacion
del hombro, desarrollada durante este estudio y que fue publicada en revista
Argos®. El articulo completo se encuentra en el Anexo 1.

Técnica general para la Puncidn y Aspiracion con Aguja Fina o PAAF: usando una
aguja de tamano adecuado, se punzé la zona seleccionada y se obtuvo por
aspiracién un pequeno cilindro o un aspirado que se expandié sobre un
portaobjetos o dentro de un tubo estéril con NET10 adosando una jeringa de
10ml. Esta técnica también se usé para muestras de bazo en animales destinados
a esterilizacion, pero solo en la mitad de ellos pues tras varios accidentes de
sangrado incontrolable, se dejé de usar esta técnica.
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e Muestra de piel: En perros y en gatos destinados a adopcidn se realizd un
raspado en zona de punta de las orejas con una hoja de bisturi del 20 0 22. En
gatos destinados a CES/CER o a eutanasia, se recortd la punta entera de la oreja.

e Muestra de mucosa: Raspado con hoja de bisturi del 20 en comisura labial o linea
mucocutdnea nasal. En caso de conjuntiva, se realizd mediante un hisopado en
angulo medial de ambos ojos.

e Muestra de bazo: En animales destinados a eutanasia, se corté un trozo de unos
20 a 100 gr. Al principio de la investigacion, se realizaron varias aspiraciones
durante las esterilizaciones y otras eco-guiadas, pero tras varios sangrados, se
descartd esta técnica en animales vivos.

3. MANEJO ZOOTECNICO DE LOS ANIMALES

Los sujetos fueron tratados siempre siguiendo las premisas de bienestar animal
y respetando las condiciones y actitudes de cada individuo. En la contencidn inicial, se
usaron herramientas tales como collares y correas de adiestramiento, siempre realizado
por personal formado y capacitado, a fin de inyectar los medicamentos necesarios para
lograr una sumisién quimica que permitiese realizar los protocolos con seguridad para
el personal y sin provocar sufrimiento o estrés innecesario a los sujetos.

3.1. Sedantes:

Segln las circunstancias y a juicio clinico, se usaron Acepromacina o alfa-
adrenérgicos (medetomidina o xilacina) para la sedacion. En ambos casos, se
administraron asociados a un opioide.

Acepromacina: Fenotiazina neuroléptica, que bloquea los receptores de dopamina en
el cerebro, dificultando la comunicacion celular. Es un farmaco muy seguro, aunque
algunos animales pueden presentar efectos adversos, tales como hipersensibilidad al
farmaco, hipotensién, taquicardia, arritmias (especificamente en el béxer, por lo que en
esta raza fue sustituido por un alfa adrenérgico), excitacién, hipotermia, puede
potenciar los estados convulsivos y epilépticos. Por ello se establecié un protocolo de
actuacién para estos casos con botiquin de urgencias y sala con medios para la
intubacidn respiratoria y oxigenacion artificial del animal.

Alfa 2 Adrenérgicos: Efecto depresivo resultado de la estimulacion presinaptica de los
receptoresa -adrenérgicos centrales y periféricos, que disminuyen la liberacién central
y periférica de norepinefrina, disminuyendo el efecto simpatico central, las
catecolaminas circulantes y otros principios relacionados con el estrés. Producen
sedacion y analgesia, dosis dependiente, sélo hasta alcanzar un grado de efecto
maximo, después sdlo prolonga el tiempo de accidn. En las mas altas dosis, el individuo
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no esta anestesiado, pudiendo despertar ante el estimulo quirdrgico. Es necesario
asociarlo con analgésico local o anestesia general para cirugias mayores.

e Medetomidina: cuando las caracteristicas del animal asi lo indicaban (edad,
estado general), ya que es de un farmaco caro, mas si se utiliza el atipamezol
como agente reversor de la accidn del alfa2, sélo se usaron en casos destinados
a esterilizacién para su posterior adopcion. Asociada a un opioide de los
descritos anteriormente se pudo reducir las dosis efectivas y los efectos
cardiovasculares. Efectos adversos: hipotermia, bradicardia, hipovolemia,
hipotension.

e Xilacina: XILACINA 2% es un compuesto de accidn sedativa, analgésica y
relajante muscular, el efecto de relajante muscular se basa en la inhibicion de la
transmision de impulsos nerviosos en el musculo. Posee propiedades
analgésicas importantes. Inconvenientes y posibles efectos secundarios:
Marcado efecto emético, por sus propiedades alfa 2 agonistas puede elevar la
glucemia e incrementar la presion arterial, a dosis elevadas puede generar
depresidn respiratoria, debe utilizarse con precaucién en perros de razas
braquicefalicas por la probabilidad de broncoaspiracion. Por este motivo (y por
su menor precio) se usaron solo para la premedicacidn previa a la anestesia en
animales destinados a eutanasia.

e Dexmedetomidina: Extraccidn de la fraccidon dextrogira y separacion de la
levomedetomidina, de efectos secundarios mas nocivos. Es la més cara de los
tres alfa2 adrenérgicos, por lo que su uso estuvo restringido a clinicas o a
animales geridtricos o de razas sensibles en protectoras.

3.2. Opioides:

Se usaron tanto la morfina como metadona. Son agonistas opioides reversibles.
La eleccion de solo dos opioides de la lista se debid a que esta combinacidén da un
mayor efecto sedante en perros y su influencia analgésica es mas fuerte y de mayor
duraciéon tanto en gatos como en perros. Efectos adversos: Pueden provocar
bradicardia y depresion respiratoria vomitos (que pueden ser contrarrestados con la
Acepromacina), liberacion de histamina, hipotensidn, hipertermia en gatos, anemia,
disfuncién hepatica, hipovolemia, sensibilidad al farmaco.

3.3. Benzodiacepinas:

Diazepam o midazolam, segun disponibilidad. Producen relajacion muscular y
somnolencia, siempre asociados a un sedante. En aquellos sujetos que presentaron
un riesgo anestésico por encima de ASAlll (enfermedad cardiaca, debilidad extrema)
se optd por la asociacién de un opidceo con una benzodiacepina como Unicas
sustancias. Esta asociacidén no proporciona una sedacidon profunda, pero era
suficiente para la contencion y extraccion de sangre sin provocar excesivo estrés. En
algunos animales se anadidé lidocaina como anestésico local en la puncién para
obtener médula ésea. Efectos adversos: Bradicardia, bradipnea, emesis.
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3.4. Ketamina:

Anestésico general, no barbiturico de accién rapida y corta duracion con propiedades
hipnoticas, analgésicas y amnésicas a corto plazo que produce un estado caracteristico
de catalepsia, analgesia, amnesia y sedacién, que se ha dado en llamar anestesia
disociativa que consiste en una disociacién funcional y electrofisiolégica entre los
sistemas limbico y talamoneocortical. El paciente permanece con los ojos abiertos,
mantiene el reflejo de la tos, el corneal y el de deglucidn. El uso de esta sustancia siempre
se ha usado acompafiado de un opioide y una benzodiacepina OBLIGATORIAMENTE. Este
anestésico ha sido el mas usado en los gatos ferales.

Se establecieron combinaciones de farmacos, de manera que los animales siempre
quedaron dormidos, con pérdida de conciencia, ausencia de dolor y total relajacion,
momento en que se procedia a la extraccién de las muestras de sangre, mediante la
insercion de un catéter adecuado al tamano del animal y fijacién con esparadrapo de
2,5cm.

A través del catéter se extrajo sangre para su posterior andlisis, recolectandola
mediante goteo o por presion inversa de jeringuilla de 2cc en gatos y de 5cc en perros.
La sangre obtenida se introdujo en tubos de recoleccidn con los diferentes aditivos que
garantizasen su conservacidon y posterior procesado. Los tubos se etiquetaban
previamente a la extraccion con el cddigo de cada animal y mediante rotulador indeleble.

Los farmacos descritos se usaron de forma combinada en lo que se conoce como
“Anestesia, Sedacién y Analgesia Multimodal” (Tabla 9), consistente en la mezcla de
varios medicamentos cuya combinacién produce una sinergia que permite reducir las
dosis totales de cada uno de ellos si se usasen solos. Esto permite alcanzar un grado de
relajacion, inconsciencia y ausencia de dolor adecuada a los procesos aplicados,
reduciendo al maximo los efectos secundarios y/o adversos de cada uno de ellos,
protegiendo la salud del sujeto y garantizando su bienestar. Combinaciones de farmacos
usadas en estos procedimientos:
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Tabla 9: Combinaciones usadas.

SEDACION IM Farmaco Mg/kg especie | destino
. perro esterilizacién
Dizepam 0,5 mg/kg gato hembras
RELAJANTES AT
erro esterilizacidn machos
Midazolam 0,25 mg/kg pato eutanasia ambos
g Sexos
+
FENOTIACINAS | Acepromacina ‘ 0.005-0.04 mg/kg ‘ perros eutanasia
o
Xilacina 0.2-1 mg/kg ps:cr)o eutanasia
ALFA-2- g
ADRENERGICOS
Medetomidina 5210 pg/ke perro esterilizacidn
10 a 20 pg/kg gato
+
25 mg/Kg solo e
DISOCIATIVOS | ketamina gatos | ndistinto
15 mg/kg perros esterilizacién machos
+
metadona 0,5al1lmg perras esterilizacién
0,3a0,6 mg gatas hembras
OPIACEOS buprenorfina 10-20 mg/kg perros esterilizacién machos
y gatos
, 0.02-0,04 mg/kg perros .
morfina 0,01-0,03 mg/kg y gatos eutanasia
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1.1.

1.2.

V. METODOS LABORATORIALES

PROCEDIMIENTOS PREVIOS

Previamente a las tareas diarias de trabajo, se prepararon los tubos de 20 ml de
disolucién tampoén vy crioprotectora NET 10 que fueron anadidos a los tubos de
recoleccion y almacenamiento de muestras no sanguineas. Aunque el producto esta
ampliamente comercializado, su fabricacidn es sencilla y barata, por lo que se elabord
en el laboratorio de la UMA segun el protocolo:

Protocolo para 80 mL NET 10 buffer: Compuesto por 0.4667 gr NaCl, 1.6 ml EDTA 0.5M
pH 8.0, 0.8 ml Tris HCI 1M los componentes son diluidos en 60 ml de H20 destilada, el
pH se ajusta a 8.0 con NaOH. Una vez ajustado, se completa el volumen hasta 80 ml
con H20 destilada. Luego se procede a proceso de autoclave o filtrado fino y se
mantiene a 42C una vez abierto. Una vez se ha anadido el NET 10 al tejido o fluido
agitar suavemente para evitar coagulacion y mantener la muestra a -202C hasta su uso.
Se realizaron tantos ml como fueron necesarios, la cantidad se revisaba cada semana
y se elaboraban tantos tubos como muestras se previesen tomar. Al cabo de una
semana, el contenido era desechado para evitar contaminacién de ADN.

Digestidn de tejidos.

Muestra de 200mg de tejido + 250 uLNET 10 = homogenizado con pistén y batidora
eléctrica.

En Tubo con tapon de rosca se afiaden 100micL de muestra + 25 pL de Protein-kinasa
(aditivo comercial) + 100uL del Buffer ATL o BT1

Se incuba a 562C en agitador durante toda la noche.

Médula y ganglio son las muestras mas faciles de homogenizar. Piel es la muestra mas
dificultosa.

Separacion del ADN.

En el mismo tubo se anaden 200ulLdel preparado del Buffer BB3 y se someten a
agitacion por vortex 10-20sg.

Incubacién a 702C 10-15 minutos y reposo otros 10 minutos

Adicion de 200 uL de Etanol y agitacion en vortex 10 segundos, luego reposo otros 10
minutos.

Extraccion del ADN.
Colocacién en gradilla numerada los tubos Eppendof e introduccion de las columnas.
Adicidn de toda la muestra ya lisada y centrifugado 1 minuto a 11.000prm
Extraccion la columna y descartado del tubo con el filtrado.
Colocacion la columna en un nuevo tubo seco.
Lavado de la membrana silica.
- Primer lavado: adicién 400 uL del Buffer BBW y centrifugado durante 1 min a
11.000rpm
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Sacado de la columna descartado del tubo con el lavado. Colocacién en un nuevo
tubo seco

- Segundo lavado: adicion de 600 uL del Buffer BB5 y centrifugado de nuevo 1 min
a 11.000rpm. Si el liquido saliese transparente, se repite el proceso las veces que sean
necesarias.

Secado de membrana. Descartado el tubo de lavado y colocacién de la columna en un
tubo seco, se vuelve a centrifugar hasta que salga el tubo seco.

Elucién del ADN puro.

Previamente debia decidirse qué se iba a hacer con la muestra. Si almacenaba
mediante refrigerado/congelado, se usaba el Buffer BBE como conservante, pero si la
muestra iba a ser usada en ese momento, ya no se podia usar BBE por su alta
concentracién en EDTA que podia interferir la fase de amplificacidon por lo que se
sustituyé con agua destilada y auto clavada. Este proceso se realizd con las muestras
de tejido en NET10 congeladas in situ y llevada enteras al ISCIIl donde se realizé todo
el procedimiento.

Adicion de 200 pL de agua y reposo de 10 a 15 minutos y a continuacién
centrifugado durante 1 minuto a 11.000rpm

Por ultimo, eliminacién de la COLUMNA pues el ADN ya estaba en el tubo. El
contenido liquido con el ADN purificado se pasaba a un tubo estéril con tapdn
previamente etiquetado, que era conservado en nevera a 42C hasta su uso, o a -
209C si su destino era el almacenamiento.
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1.3. Analisis aplicado a cada tejido/fluido: En cada sujeto se obtuvieron
muestras de tejidos y fluidos bioldgicos para realizar los analisis de cada

parametro o variable a medir (Tabla 10).
Tabla 10: Origen del tejido/fluido bioldgico y tipo de procedimiento laboratorial al que se desting.

SUERO/ |
PLASMA

SANGRE
ENTERA

BAZOY
GANGLIOS
LINFATICOS

PIEL Y
MUOCOSAS

CLINICA

Droteinograma
Bioquimica
werologia

B. coaris
Bl D. immitis
TNMINOCE OMATOGR AFLA f‘ %"'mg‘;“:‘}“’f’}”ﬁ“m
DE MEMERANA (FD) Bifarigm

E. caris

Hemograma
Frotis para microscopia

PAAF (PUNCION-ASPIR ACION CON AGUTA FINA)
PAERA DIAGHNOSTICO POR PCE (5+3%) ¥ MICROSCOPLA (100%4)

DIAGHOSTICO POR RASPADO PARA PCR
MICROSCOPIA

Linfadenomegaliaz, esplenomegalia,

Poliuria, polidipsia, oliguria, anuria

sighos digestives (diatrea, vomitos), disminucidn del apetito, letargo,
perdida de peso, fiebre, estado corporal deficiente.

TPalidez de mucosas ¥ TEC aumentado

Ulceras muco sas, ulceras cutaneas, dermatitis, onicogrifosis, nddulos
cutaneos, conjuntivitis, blefantis, uveitis,

Dificultades respiratorias, disnea, intolerancia al ejercicio,

1.4. Tratamiento de las muestras:

e Muestras por raspado: La hoja de bisturi se deslizé con cuidado sobre el portaobjetos
dejando una capa de tejido que se fijé con alcohol y se tifié con técnica Diff-Quick®.

e Muestras por PAAF: El contenido de la jeringuilla se vertié en el interior de un tubo
con NET 10. Al final del vertido, se separé la ajuga de la jeringuilla, se tomé aire y se
expulsoé sobre un portaobjetos para pulverizar una muestra que fijar y tefir. Luego se

volvio a colocar la

aguja en la jeringuilla y se hicieron varias aspiraciones vy

pulverizaciones consecutivas en el interior del tubo para aprovechar al maximo el

tejido extraido.

1.5. Procesado de las muestras
e GENETICA MOLECULAR O PCR: los tejidos fueron homogenizados en el laboratorio
mediante técnica de machacado con pistén eléctrico en NET10 y sometidos a digestion
comercial de Biotools segun procedimiento de extraccion de ADN por digestidon
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enzimatica descrita en el punto anterior y posteriormente, una amplificacion del
material genético:

HEMOGRAMA Se extrajo la sangre por puncion de vena periférica, tarsal, cefalica o
yugular y se introdujo en los tubos con EDTA, un tubo para el laboratorio en UMA, otro
para laboratorio de referencia.

BIOQUIMICA y PROTEINOGRAMA: La sangre se introdujo en tres juegos de tubos, cada
juego correspondié a UMA, Laboratorio de referencia e ISClll y laboratorios Urano @,
constando de: un tubo con gel separador, un tubo con EDTA y un tubo con Li-Heparina.
Una vez en el laboratorio, se centrifugaron las muestras para la obtencion del
suero/plasma y su extraccién con pipeta para ser introducido en tubo Eppendorf
estéril seco.

SEROLOGIA O INMUNENSAYO32%3; A partir de sangre extraida se centrifugd y extrajo el
plasma/suero de cada animal para realizar los inmunoensayos mas comunes en el
diagndstico clinico de enfermedades infecciosas.

IFI: Los sueros fueron enfrentados a la prueba de deteccidon de anticuerpos para
determinar la utilidad diagnéstica de la prueba IC/LF: Esos mismos sueros fueron
comprobados mediante inmunocromatografia de membrana, usando varios modelos
tanto de antigeno como de liquido revelador, asi como de la composicion y densidad
de la lamina de nitrocelulosa con el fin de desarrollar una prueba fiable, especifica para
la deteccidn de anticuerpos circulantes en gatos. Los estudios también incluyeron el
desarrollo de la técnica de uso del kit, mediante el procedimiento de ensayo con
distintas combinaciones de la cantidad de suero con respecto a la solucién reveladora,
con el fin de optimizar y hacer lo mas sencillo posible la prueba diagndstica en clinica,
tanto para gatos como para perros.

GENETICA MOLECULAR O PCR®“. La prueba ya existe y es indistinta para cualquier
especie puesto que no detecta anticuerpos, sino secuencias especificas de ADN
mitocondrial del parasito. Para ello, se recolectaron muestras de tejidos y se
sometieron a dicha técnica, comparandose los resultados con los obtenidos en el
examen clinico, la serologia y los analisis complementarios.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS

2.1. Inmunocromatografia de membrana (IC): Fueron varias las variables

medidas con esta técnica:

LEISHMANIA INFANTUM EN PERROS Y GATOS: Esta prueba detecta la presencia de
anticuerpos caninos y felinos IgG, IgM e IgA frente a pardsitos de la especie Leishmania
infantum en suero o plasma, basada en proteinas recombinantes. Es un inmunoensayo
cromatografico de flujo lateral. Compuesto de una base lineal de color rojo con el
antigeno recombinante de L. infantum conjugado con oro coloidal, un conjugado de
IgG-oro, sobre una base tipo membrana de nitrocelulosa que, a su vez, contiene una
linea de control de resultado positivo “T”, rica en conjugado antigeno L infantum y la
otra de control de positivo “C” rica en anticuerpo IgG de cabra anti-conejo. El método
general es sencillo: se colocan dos gotas de suero en el pocillo y se espera a que la
migracion capilar pase por encima de los conjugados. De haber anticuerpos de
Leishmania en el suero, estos se unirdn con los conjugados de L infantum y se
adherirdn a la membrana a través del antigeno que posee dando una coloracién rojiza
intensa que se interpreta como resultado positivo. Si no hay coloracién, no ha sucedido
union de conjugado y el resultado es negativo. Para desarrollar esta prueba se han
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usado diversas proteinas recombinantes de conejo, cabra, gato, perros y usados sueros
positivos de gatos previamente diagnosticados como enfermos para desarrollar la
prueba.

RETROVIRUS EN GATOS: Test rapido para Fel/FIV: Deteccion simultanea de antigeno
de Leucemia Felina. (FelV) y anticuerpos de Inmunodeficiencia Felina (FIV) en sangre
entera, suero, plasma. La técnica es la misma, solo que en vez de anticuerpos contra L
infantum, detecta el anticuerpo contra los retrovirus causantes de |Ia
Inmunodeficiencia y la leucemia felinas.

ZOONOSIS VECTORIALES DEL MEDITERRANEO: misma técnica usada para Leishmania
infantum, detecta la presencia de anticuerpos para Dirofilaria immitis, Ehrlichia canis
y Anaplasma phagocitophylum en sangre o plasma canino.

2.2. Inmunofluosforescencia Indirecta (IFl):

Deteccion de anticuerpos especificos mediante la unidon en dos etapas, a un
antigeno, promastigotes previamente cultivados y, en una segunda etapa, al anticuerpo
de Suero de conejo marcado con el tinte de fluorocromo. Las mezclas se realizan
mediante diluciones seriadas de 40, 80, 160 volimenes. Luego se observa al microscopio
de luz polarizada. El titulo es aquel anterior al que el observador no es capaz de detectar
promastigotes marcados.

Las pruebas felinas se realizaron en los laboratorios de Urano® Veterinaria en
Barcelona, empresa de analisis clinicos con la que se firmd un convenio de colaboracién
de I+D+i y que aportd los medios para ajustar el disefio de esta prueba de
Inmunocromatografia que continda desarrollandose en estos momentos y estan
estableciendo la proteina idonea para la reaccion. Una parte de las muestras han sido
analizadas en los laboratorios de IDEXX® como laboratorio externo independiente. Esta
técnica requiere de la interpretacidon del observador, pero es sencilla, rapida y hay
disponibilidad de antigenos en el mercado para realizar la prueba lo que la hace barata
y accesible. Cuantifica la cantidad de anticuerpos circulantes en sangre a partir de una
muestra periférica por lo que la obtencién del a muestra es sencilla, rapida y no requiere
de grandes medios para su obtencidn. Para su categorizacién se ha firmado un convenio
de colaboracion entre la Universidad de Malaga y Uranovet® Laboratorios.

El procedimiento se realiza colocando el suero a examinar en unos portaobjetos
donde estan presentes promastigotes de Leishmania. Los anticuerpos eventualmente
presentes se fijan a los promastigotes y la positividad se evidencia utilizando anti-
anticuerpos fluorescentes. En este caso también es posible determinar el titulo de
anticuerpos utilizando diluciones seriadas del suero a examinar. La sensibilidad y la
especificidad de la IFl son cercanas al 100% [7,9,10] y por este motivo es la prueba
considerada de referencia por la Organizacion Internacional de Epizootias. Sin embargo,
en esta prueba el componente subjetivo del operador es muy representativo. Al realizar
toda la tanda completa de estudios diagndsticos, se podra realizar una comparativa
realista sobre las ventajas e inconvenientes de cada una de ellas. La prueba se llevara a
cabo en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional de Microbiologia,
perteneciente al Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII) en Majadahonda, Madrid, con el que
la Universidad ha firmado un acuerdo de colaboracidon para esta investigacidon en
particular. En todos los sujetos se repitid la serologia cuantitativa para las zoonosis
vectoriales del mediterraneo, independientemente del resultado obtenido en la prueba
de campo rapida IC.
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2.3. ELISA:

El suero por examinar>* se coloca en un micro-pocillo recubierto con antigenos de
Leishmania. En caso de positividad, se aprecia una reaccidn colorimétrica cuantificable
mediante espectrofotémetro y, por tanto, no sujeta a una variabilidad subjetiva asociada
al operador. Es una prueba con una especificidad y sensibilidad media-alta (70-100%). La
sensibilidad es mucho mas elevada si se utilizan multiples antigenos de Leishmania, con
lo que aumenta el nimero de lugares donde se pueden fijar los eventuales anticuerpos
presentes en el suero. Ademas, permite cuantificar los anticuerpos especificos

2.4. Genética molecular (PCR):

El ADN extraido se sometid a una amplificacidon segin protocolo LnPCR, este ensayo
de nested-PCR amplifica todas las especies de Leishmania. La Diana es un regién variable
del gen codificante de SSUrRNA, luego se usaron 4 “Primers” o cebadores:

R1:5-GGTTCCTTT CCT GATTTA CG - 3’
R2: 5°- GGC CGG TAA AGG CCG AATAG - 37
R3:5°- TCC CAT CGCAACCTCGGTT- 3’
R4:5- AAA GCG GGC GCG GTGCTG - 3

CONDICIONES PCR MIX: En el laboratorio del ISCIII, la Master Mix se prepara para varias
muestras al mismo tiempo, con dos procesos de ciclado.

Primer ciclado: Colocar en gradilla tubos mini-Eppendorf numerados. La muestra se
gueda en el laboratorio, mientras en la sala limpia se prepara el Master Mix (Tabla 11):

Tabla 11: Componentes de la fase de primer ciclado con los “primers” R1y R2).

12 muestra Aiadido Tubo
Reaccidn

H20 30.6 uL estéril y destilada 826.2 uL
Buffer 5.0 uL Biotools Buffer 10X, 2mM MgCI2 135 uL
dNTPmix 1.0l Biotools dNTP mix 10mM 27 uL
R1 1.0 uL 15 pmol/ pL solucion de trabajo 27 uL
R2 1.0 uL 15 pmol/ pL solucion de trabajo 27 uL
Tth 1.4 uL Biotools DNA-polymerase-1U/ pL 37.8 uL

(este en ultimo lugar siempre)

La mezcla de primer se coloca en un soporte a -202C y se trasladan a la mesa de
laboratorio, es decir, no se llevan las muestras a la sala limpia para no contaminar con
ADN. Afadimos 40 pL del Master Mix y 10 pL de muestra y se trasladan al
termociclador. Para el control de PCR se utiliza el control + 18 uL de agua y 2 pL de
suero positivo. Cada 10 o 20 muestras se coloca un tubo blanco con suero para control
negativo. En la sala de Cicladores, se programa la maquina segun los ciclos y
temperaturas prefijados (Tabla 12)
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Programa en el termociclador: 30X
Tabla 12: Programacion del primer ciclo

802C 942C 942C 602C 72°C 72°C 4°C

2min 5min 30seg 30seg 30seg 5min oo

Tamario producto final: 603 pares de bases.

Segundo ciclado: Se vuelven a colocar en gradilla tubos de rosca con agua destilada auto
clavada y se numeran igual que los del primer ciclado. Se diluyen 25 uL del primer
producto de PCR en 1ml de H20 destilada estéril, y se utilizan 10 pL pL de esta dilucidon
(dilucién 1/40) como muestra de DNA para la segunda reaccion. Se dejar reposar
mientras se preparan los primer en la habitacién limpia (tabla 13):

Tabla 13: Mezcla y contenido de la sequnda tanda de trabajo con los "primers R3 y R4".

22 muestra Anadido Tubo para varias
Reaccidn muestras
H20 10.55 uL estéril y destilada 305.95 uL
Buffer 2.5 uL Biotools Buffer 10X, 2mM 72.5 uL
MgCl2
dNTPmix 0.5 puL Biotools dNTP mix 10Mm 14.5 pL
R3 15 solucion de trabajo 14.5 puL
pmol/uL
R4 15 solucidn de trabajo 7.25 L
pmol/uL
Tth 1U/uL Biotools Tth DNA 20.3 pL
polymerase

DNA muestra 10 pL, 25 pLL volumen de reaccion total

Programa del termociclador para un tamafio de producto de 353 pares de bases
(Tabla 14): 30X

Tabla 14: Programacion de la segunda fase de ciclado.

802C 942C 942C 652C 72°C 72°C 49C
2min 5min 30seg 30seg 30seg 5min oo

ELECTROFORESIS PCR: una vez obtenido el ADN amplificado, se mezcla con un colorante
fluorescente y se siembra en un gel de electroforesis. La técnica se basa en las
propiedades moleculares del tamano, la forma y el punto isoeléctrico. La muestra se
coloca en un lado de un rectangulo de gel polimero poroso compuesto por acrilamida 'y
bis-acrilamida al que se afiade un iniciador de la polimerizacidn, para producir redes de
poliacrilamida, todo ello en una matriz a base de agarosa purificada. El gel sembrado se
introduce en un tanque de electroforesis, donde las moléculas migraran a través del
polimero desplazandose y colocdndose ordenadamente en funcidn de sus
caracteristicas antes mencionadas. Luego, el gel es extraido del contenedor y se coloca
en una base que se introduce en un revelador del que se obtiene una foto donde la
migracion queda fijada. En la imagen se obtienen unas lineas fluorescentes donde
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guedan mas intensos los brillos que corresponden a mayor cantidad de moléculas (las
secuencias previamente cebadas en el proceso de ciclado). Si no hay presencia de dichas
moléculas, el gel no queda coloreado, si hay presencia de las secuencias de nucledtidos
buscados, estos se acumulan en la linea correspondiente a su punto isoeléctrico y daran

una linea intensamente fluorescente, resultando la muestra positiva (Figura 28).

IR PCR extraccion 02/12/17 PCR 04/12/2017
1. Contrel PCR M. MIX (RIRZ) (227} ML (R3R4) (x29) n
- BLE1 H, O 5562 0 30585
3. Gato MO-GO2 1041 Buffer 10x 135 Buffer 10x 725
4~ Gato MO-GO3 1dul ANTP e 10 b 27 ANTR b 10 mps 145
5- GatoMO-GO4 10ul R 7 "3 145
6~  Gato MO-GOS 10yl R2 27 i 728
7. (Gato MO-GOG 104l Tth 7.8 Ith 203
8. Gato MO-GO7 1l W0plfre 15 ph frx
9-  Gato MO-GU2 Loyl
13- GaroMO-GO2 104l

=+ 11 Gats MO-G10 104
12+ Gato MO-G511 10ul
13- GatoMO-G12 10l
14- Gato MD-G13 10l
15~ GatoMO-GLa 10pl
16+ tato MO-G15 10y

17.-  Gala MO-G16waess 1oyl
4 18- Gato MO-G16 10pl

18- GatoMD-GIT7 L)
20.- Galo MD-GI? 10y
25~ Gato MO-G13 i L]
22 Gato MO-GI2 10l
4+ 23- Galp MG-GID 10l

24 {ato MG-G0kseso 104
25- Control PCR
26~ L'clni_rui +

27 Control 2% PCR
28 Control +

Figura 28: Ejemplo de una tanda de muestras de Médula ésea felina
con resultado positivo en dos de las muestra

2.5. Microscopia clasica:

De cada muestra se separé una porcion para realizar la visualizacion directa con
microscopio éptico. Los raspados y biopsias se extendieron sobre el portaobjetos,
mientras que los aspirados y liquidos se colocaron mediante frotis. Luego de fijarlos con
alcohol, se les aplicd una tinciéon doble comercial (Diff-Quick®), que permite tefiir
intensamente de azul-violaceo los amastigotes, haciéndolos muy visibles en el interior
de los macréfagos o fuera de ellos. El citoplasma de las células hospedadoras en cambio

se ven en un tono mas rosado, permitiendo la identificacion inequivoca de los parasitos
(Figura 29).
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Figura 179: Amastigotes en el citoplasma de macréfagos. Fuente propia
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11l METODOS ESTADISTICOS

1. ORIGEN DE LOS DATOS

e Red RENAVE y Paquete Minimo Basico de Datos Hospitalarios: Casos
declarados en humanos, que las mismas fuentes oficiales consideran muy por
debajo de la cifra real, ya que la mayoria de los casos cutdneos no llegan ni a
detectarse/diagnosticarse.

¢ Informe RAIA: Casos positivos en perros (no existe informacion oficial sobre
gatos) declarados por los veterinarios que realizaron el diagndstico. A nivel
oficial se considera que la cantidad total estd por debajo de la real ya que no
todos los veterinarios declaran la enfermedad y en muchos casos no llega ni a
diagnosticarse.

e Paquete de datos obtenidos durante el estudio: La poblacién objeto de estudio
estd compuesta por perros y gatos seleccionados en diversos lugares. Dado el
tamanio de la muestra (unos 6000 animales), los resultados pueden ser
considerados relevantes y un buen marcador de la situacidn real existente.

Centros de acogida temporal de animales (Figura 30):
- Parque Zoosanitario Municipal de Rincdn de la Victoria.

- Parque Zoosanitario de la Mancomunidad de la Axarquia.
- Parque Zoosanitario Este de la Diputacion de Malaga.

- Pargque zoosanitario de Marbella y San Pedro de Alcantara
- Parque Zoosanitario de Mijas y Fuengirola.

- Pargue Zoosanitario Municipal de Torremolinos.

Centros veterinarios que han colaborado en la atencién/hospitalizacion de animales
con Leishmaniosis que forman parte de este estudio o que han proporcionado casos
para seguimiento y toma de muestras:

- Clinica Veterinaria Malaga.

- Clinica veterinaria Animal Friend (Vélez Malaga).

- Clinica veterinaria Colmillos y Garras.

- Francisca Rosselld Rigo, Veterinaria Clinica.

- Clinica Veterinaria Cuatro Gatos.

- MiVet Hospital Veterinario Malaga este, Vélez Malaga.
- Clinica Veterinaria Nerja, Malaga.

- Clinica Veterinaria San Fernando, Malaga.

- Hospital Veterinario de Referencia Blue Care Partners, Mijas.
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Protectoras y asociaciones con presencia o actividad en Malaga que han
proporcionado casos o sujetos para toma de muestra y seguimiento de casos y han
colaborado econdmicamente en la financiacion de este estudio:

Asociacion protectora de animales “Greyhound Friends UK”, con sede en Reino
Unido y presencia en Costa del Sol.

Asociacion Protectora de Animales “Comparieros en el camino”, son presencia en
Torremolinos y Benalmadena.

Asociacion Protectora de Animales “Axarquia Animal Rescue” con sede en Reino
Unido y Alemania y actividad en la Comarca de la Axarquia.

Asociacion “Tikas Dogs with Leishmania needing Homes”, con presencia en la UE.
Asociacion “Podenco Pair”, con sede en Reino Unido y actividad en Malaga.
Asociacion Protectora de Animales “Pedigree dogs for Adoption and wanted in
Spain”, con sede en Reino Unido y actividad en Mdlaga.

Refugio de animales “Triple A Marbella”, que ha financiado una parte importante
de esta investigacion y proporcionado sujetos al estudio.

Asociacion Protectora de Animales “Give a Dog a Home Rescue” con sede en Reino
Unido y actividad en Mdlaga que aparte de sujetos, también ha participado en la
financiacion de este proyecto.

“Anihelp Tierhilfe”, con sede en Berna, Suiza y actividad en toda la UE.
“Hundesuche Bundesweit und Grenzlander” UE.

Hunde ohne Zukunft, Holanda.

Hund sucht Hitte - retten statt ziichten, Austria.

eV, Alemania.

Briihler Samtpfotenhilfe

" V.

Figura 30: Zonas de recogida principal de muestras. Fuente Google maps
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2. TRANSFORMACION Y TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se ha usado la herramienta Excel_Ink (Paquete Microsoft Office 365®) para anotar
todos los resultados, codificarlos y analizarlos. Todos los calculos se realzaron en doble
listado, uno informatico y otro manual para comparar resultados y detectar fallos.

En la tabla general, se anotaron los datos obtenidos y a partir de ahi se crearon
nuevas tablas con los datos ordenados por columnas, segin el interés o relacién
buscada.

Al tratarse de resultados en su mayoria analiticos, cada valor daba el resultado de
variables continuas, lo que dificultaba los calculos estadisticos cuando, en realidad, la
informacidn necesaria era si los valores se ajustaban a la media fisiolégica para la
especie en un animal sano o si el valor estaba por encima o por debajo de esa media.
Para ello, a cada resultado se le adjudicé un valor numérico de Cero (0O), si el valor de la
variable estaba dentro de la media de animales sanos; Uno (1), si el valor que tomaba
la variable estaba por encima de la media de animales sanos, es decir, un incremento
patoldgico del valor de la variable y meno uno (-1), para aquellos valores de cada
variable que estuviesen por debajo de la media, es decir, valores disminuidos
patolégicamente. Las columnas fueron ordenas por fraccion.

- Variables discretas: 0 para resultado negativo, 1 para resultado positivo. Dentro

de este grupo estan las técnicas de serologia, de microscopia, de PCR, presencia
o no de signos clinicos como pérdida de peso, presencia de nddulos cutaneos o
linfadenopatias.

- Variables continuas: Tras agrupar los resultados en una tabla con el valor que
toma la variable en cada sujeto, se ha comparado cada resultado puntual con el
valor o rango de valores aceptados como fisiolégicos. Dentro de este grupo
estan los valores de GOT o GLU. Los resultados se consideraron como altos,
bajos o fisioldgicos y se les asignd un valor tedrico de -1 para resultado negativo
(por ejemplo, linfopenia), 0 para resultados dentro de la normalidad fisioldgica
(por ejemplo, Hematocrito en el rango normal) y 1 para incrementos de
magnitud de la variable (como hiper-gammaglobulinemia).

Calculo del Ratio de portadores/enfermos, tendencias, Calculo de la media, mediana,
moda, varianza y Desviacion tipica. En una distribucion normal, aproximadamente el
68% de los datos se hallan comprendidos entre una desviacién estandar (SD) a ambos
lados de la media, casi el 95% de la distribucidon se encuentran entre dos SD a ambos
lados de la media, y, aproximadamente, el 99,7% de los datos estan entre tres SD a
ambos lados de la media. A partir de esta propuesta, se calculd la media, la mediana y
la moda de los datos obtenidos para tomar consciencia de cuales fueron las medidas de
la tendencia central. La mediana, al estar menos afectada que la media por los valores
atipicos, aporté una mejor visidn de la tendencia central en los datos sesgados.

También se calcularon tanto el intervalo o recorrido, como la desviacion estandar y
la varianza ya que las tres constituyen una forma de apreciar la dispersion o
diseminacion del conjunto total de datos obtenidos. Todos estos calculos se realizaron
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con la agrupacién de datos medios de cada mes en todo el tiempo que durd la fase de
recogida de muestras.

Se fueron anotando los resultados de cada sujeto en una tabla, por orden
cronolégico y se estudiaron los casos uno a uno, considerando positivos a aquellos que
cumpliesen los tres puntos del diagndstico: signos clinicos en la exploracién, analitica
compatible y, al menos, una técnica diagndstica (serologia, microscopia o PCR) positiva.
Se listaron todos los sujetos considerados infectados y se tabularon los resultados de
todas las variables clinicas recogidas asignandoles un valor tedrico en funcion del tipo
de variable.

Partiendo de los datos de las fuentes oficiales consultadas y los obtenidos durante el
estudio, se han calculado, por un lado las tasas relativas de crecimiento intermensual,

TRC = Tk | (S

incluir los cambios de valor a raiz del Confinamiento de 2020 de cada comarca por

)], asi como la suma de las prevalencias medias anuales para

separado y se han calculado las tasas de variacién interanual (r) tanto para dichos
periodos antes y después de la pandemia, como para evaluar la evolucidn creciente o
decreciente de la incidencia en cada territorio. De esta manera se han homogenizado
los datos de dos poblaciones distintas, los resultados se han tabulado y luego se han

Yt—-1—YVt

] donde se le
Yt

representado graficamente mediante un histograma Tt+t) = [

resta al valor del afio anterior Y;_; el valor del afio en curso Y; y se divide dicha diferencia
por el valor del afio en curso. El resultado se expresa en tantos %. Luego se comparan
los resultados de ambas areas geograficas asignando un color para cada area en una
representacion grafica.

2.1. Para el calculo de la Prevalencia: Con los datos obtenidos se obtuvieron las
medias mensuales de los animales infectados sin sintomas y los enfermos, asi
como de los sanos y se elabord una tabla de evolucion media anual. Se agruparon
en infectados y no infectados por afos y se compararon con los datos
proporcionados por fuentes oficiales para Seres Humanos. Mediante la
representacion grafica de los resultados obtenidos en comparacion con los
publicados oficialmente.

2.2. Para el estudio de la Ecologia La informacion sobre los datos geograficos,
climatoldgicos y demograficos provienen de fuentes oficiales. Los datos
obtenidos durante el muestreo se ordenaron en dos tablas, una por cada zona
geografica, y se agruparon en meses y afios para compararlos entre si. Los
resultados de las muestras obtenidas se agruparon en dos tablas diferentes, una
para la zona Oste, preminentemente Residencial y Turistica y la zona Este o
Axarquia, agraria y residencial. En la primera columna se anotd la fecha de
ingreso al estudio. En la segunda columna el numero de etiqueta o identificacion
del sujeto. En las siguientes columnas se anotaron los resultados de los analisis
realizados a cada tipo de muestra en orden a origen y aplicacion.
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2.3. Para el estudio de los hospedadores domésticos: Se calculé la media general de
los resultados dividido entre los afios de estudio comparado con los datos
aportados por las autoridades y dividido por el nimero total de afos estudiados.
De esta manera se igualaron las categorias de los datos y su relaciéon porcentual
con respecto a la poblacion. Los datos buscados y obtenidos fueron ordenados
por la fraccién y el tipo de variable (tabla:

Variables continuas: Aquellas cuyo resultado consiste en una numeracion con hasta tres
decimales, procedentes todas de analiticas de laboratorio (Tabla 15).

Tabla 15: Variables continuas segtn el proceso analitico.

Fraccion sanguinea Nombre de la Variable
Proteinograma: proteinas | Proteinas Totales (PT)

separadas por | Albumina (ALB)

electroforesis en funcidn | Cociente Albuminas/Globulinas (A/G)
de su peso molecular. Globulinas Totales (GT)

Globulinas Alfa 1 (A1)

Globulinas Alfa 2 (A2)

Globulinas Beta (BG)

Globulinas Gamma (GG)

Hemograma Leucocitos (LEU)

Ordenados por fracciones
y funcidn fisiolégica

Neutrdfilos Nucleo en Cayado (CY)
Neutrdfilos Segmentados (SG)
Basofilos (BAS)

Eosinofilos (EOS)

Linfocitos (LINF)

Monocitos (MON)

Hematocrito (HTO)
Hemoglobina (HB)

Recuento de eritrocitos (GR)
Recuento de Reticulocitos (RET)
Recuento de Plaquetas (PLQ).
VCM

HCM

CHCM

RDW

VPM

Bioquimica Componentes | Urea (BUN),

del suero/plasma de | Creatinina (CREA)

relevancia en la valoracién | Dimetil-arginina Simétrica (SDMA)
del estado del paciente GOT (AST)

GPT (ALT)

Fosfatasa Alcalina (ALKP)
Glucosa (GLU)
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Variables discretas:

e Serologia: Nivel de anticuerpos frente a L. infantum presentes en sangre de los
sujetos, con tres categorias discretas, Cero para ausencia total de anticuerpos
(0), Uno (1) para sujetos con niveles seroldgicos considerados patolégicos y Dos
(2) para aquellos sujetos con serologia positivas pero por debajo del punto de
corte establecido por el laboratorio para considerarlos enfermos, inclusidon
necesaria ya que determinadas formas de presentacion o estados de la
enfermedad pueden arrojar niveles bajos de anticuerpos, a pesar de tener activa
la enfermedad. Este mismo método se aplico para el resto de las enfermedades
infecciosas de cada especie.

e Amplificacidn por PCR: Resultados correspondientes a la presencia de material
genético del parasito, con categorizaciéon de Cero (0) para la ausencia del
parasito en la muestra y el momento de su extraccion y Uno (1) para indicar la
presencia del parasito. Las muestras se tomaron de Bazo (BZ), Ganglios Linfaticos
(GGL), Piel (PIEL), Mucosas (MUC), Conjuntiva (CNJ) y Paquete hepato-esplénico
en fetos no natos (BB).

e Citologia: Observacion microscopica bajo tincidén comercial para detectar la
presencia de amastigotes, con categorizacion cero si no hay ningun amastigote
visible o uno si se detecta alguno.

2.3.1. Paralos objetivos en la especie Canina.

a. éExisten Comorbilidades de tipo vectorial que incrementen el potencial
infectivo de los portadores?: Se incluyeron andlisis de aquellas enfermedades que
suelen presentarse con mas frecuencia, las llamadas “Zoonosis Vectoriales del
Mediterraneo” (ZVM o MVBZ por sus siglas en inglés), que conforman un grupo de
enfermedades de las que los perros y gatos son reservorio y que conllevan un
potencial riesgo epidemioldgico para la Salud Publica. Para su inclusidn, se
priorizaron aquellos cuyo diagndstico fuese compatible econdmica vy
metodolégicamente con los empleados para la deteccion de la leishmaniosis en los
sujetos reclutados. Se procedidé a ampliar la tabla estadistica con los resultados
obtenidos en cada animal. Se incluyeron aquellos sujetos que, siendo positivos a
otras enfermedades, no lo fueron en Leishmaniosis y asi poder establecer si existe
una relevancia real entre la infeccidn por L. infantum y las otras enfermedades
mediante una comparacion directa usando el Coeficiente de Correlacion. Al tratarse
de pruebas seroldgicas, las variables eran de tipo discreto por lo que se les asignd
una categorizacion de Cero para resultados negativos y Uno para resultados
positivos. Se tabularon los sujetos infectados de cada una de las zoonosis
vectoriales incluidas en el estudio, Anaplasmosis, Babesiosis, Ehrlichiosis,
Dirofilariosis y se ordenaron segun las comorbilidades presentadas (Tabla 16)
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Tabla 16: Combinaciones de Zoonosis del Mediterrdneo.

ANA. BAB. EHR. DIROF. LEISH.
ANA. ANA. ANP. ANA.
ANA. | ANA.SOLA + + + +
BAB. EHR. DIROF. LEISH.
BAB. BAB. BAB.
BAB. BAB.SOLA + + +
EHR. DIROF. LEISH.
EHR. EHR.
EHR. EHR. SOLA + +
DIROF. LEISH.
DIROF.
DIROF. DIROF. SOLA +
LEISH.
LEISH. LEISH. SOLA

Tabla 17: disefio de la tabla de comorbilidades

A continuacidn, se tabularon también aquellos sujetos que presentaron dos o tres
enfermedades al mismo tiempo. Con los datos anotados en la tabla de frecuencias, se
representaron las combinaciones en una grafica que mostrase la proporcion entre
estas relaciones o comorbilidades.

b.  Calculo del riesgo epidemioldgico sobre la salud publica de la globalizaciéon y
las adopciones internacionales: Los datos recopilados fueron ordenados y
comparados con el destino de los animales adoptados en paises del norte de Europa,
creando un mapa de puntos criticos donde puedan aparecer brotes si los portadores
entran en contacto con vectores competentes. Se han calcularon la medias mensuales
y anuales, asi como los incrementos interanuales de cada enfermedad y los datos se
extrapolaron a la informacidn disponible sobre adopciones internacionales. Se han
proyectado las tendencias de crecimiento (negativo, nulo o creciente) de cada una de
ellas para un futuro préximo. Los sujetos infectados fueron ordenados en columnas
segun su pais de destino y después se exportaron los datos a un mapa de riesgo donde
se incorporaron los habitats actuales y potenciales del vector en funcién del
incremento de temperaturas debido al cambio climatico. El nUmero total de sujetos
exportados se ponderd para obtener una linea de tendencia y calcular la poblaciéon
potencial de infectados disponibles en los distintos territorios. Estos calculos,
incluyendo también al resto de zoonosis vectoriales estudiadas para las
comorbilidades, se presentaron en el Congreso andaluz de Congreso Andaluz de
Microbiologia (Malaga 2018) asi como una comunicacién con una muestra mas
extensa que se presentd en el Congreso Andaluz de Salud Publica Veterinaria
(Cordoba, 2021 y Malaga 2022).
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c. Estudio epidemioldgico del efecto del confinamiento por la pandemia de SARS-
CoV-19: A mitad del estudio se declaré la pandemia de coronavirus que alterd
sustancialmente el enfoque y afectd gravemente a los datos obtenidos, sobre todo al
calculo de tendencias, ya que el aislamiento de los animales y sus propietarios varié la
epidemiologia general. Es por ello por lo que se tomé la decisidon de agrupar los datos
en fraccion Prepandemia y fraccion Pandémica y se compararon los resultados.

2.3.2. Paralos objetivos en la especie Felina:
a. Valoracion de las técnicas diagndsticas

Una vez categorizados los resultados, se enfrentaron por parejas entre si y frente a otras
pruebas como PCR, serologia y Clinica. Se agruparon los resultados en una tabla
comparativa de los métodos elegidos (en esta fase se eliminé la ELISA y se valoré solo
IFI e IC/LF).

Del mismo modo anterior, se enfrentaron los resultados de las PCR de los distintos
organos con los resultados de los PAAF de esos mismos drganos vistos al microscopio.

Luego se compararon estos resultados con la clinica y la analitica y se enfrentaron los
resultados mediante el calculo de correlacion.

x | v L 2l D) X Qi —Y)]
| . JEGi— 22 X 20 - )2
5 _Z(a+b+c....+n)
B | B B U
_ A+B+C...+N
c | c 7 2( )
U
Donde u es el tamafio total de la muestra, y las letras alfabéticas,
N N los valores que toma cada variable (técnica seroldgica X, clinica,
microscopia y genética Y) en cada sujeto.

Se realizé el cdlculo de la prevalencia de sujetos infectados respecto a los enfermos
clinicos. Para la valoracion de enfermos frente a infectados, se tomaron como referencia
los valores tanto de perros como de seres humanos, ya que la infeccién, cuando avanza
a enfermedad clinica, es de esperar muestre la misma patogenia y desarrolle los mismos
sintomas clinicos en todas las especies al tratarse del mismo parasito. En este caso, se
tomaron todas las variables y se tabularon por cada sujeto adjudicandoles un valor
tedrico para el calculo de frecuencias (Tabla 18).
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Tabla 18: Cdlculo de las frecuencias de cada variable.

SUJETO VALOR FRECUENCIA ABSOLUTA fi FRECUENCIA
RELATIVA hi%
(Na<a) — -1 Z [Ny + N oo+ Ny)] T w100
N=-1 Z Nat
(Ny + Ny ...+ Ny) Ji
ni, No...Ne472 (@a<Np<b)—0 1 2 n oNSa oL
P=0 Yney Nt
(Na>b) — 1 Z(Nl TNyt Ny) L %100
R=1 2 Ny

Donde N es cada sujeto individual, N, P y R la medida que toma ese sujeto en
particular para la variable en curso, a y b son los valores minimo y maximo
respectivamente que delimitan el rango de valores “fisioldgicos” o sanos de la variable,
valores por debajo de a se les categoriza como -1, valores dentro del rango ab son
categorizados como 0 y valores por encima de b se categorizan como 1. A continuacién
se suman todos valores iguales, obteniéndose las frecuencias absoluta (fi) y su

proyeccion porcentual o frecuencia relativa porcentual hi%= %x 100 , asignandose asi

una frecuencia relativa para cada variable recogida, ya agrupadas en valor positivo,
negativo o neutro. Los resultados se agruparian por tipo de analisis (hemograma,
bioquimica, proteinograma...) y se representarian por separado en poligonos de
frecuencia horizontal en el que se aprecia la incidencia de cada variable y su relacién con
las demas.

Ahora bien, ése influyen las unas a las otras? Para esa pregunta, habia que
comprobar la correlacion entre variables, tanto las correlaciones esperadas, como las
hipotéticas (resultados felinos). Esto se calculé mediante la prueba de Chi cuadrado
proponiendo los resultados conocidos en perro como hipdtesis para gato:

XZ — Z (fo;fe)zl

Siendof, la frecuencia observaday f, la frecuencia esperada.

A Partir de ahi se estableci6 la hipdtesis:
Ho supone que las variables son dependientes una de otra.
Hj supone que las variables son independientes.

Se calcularon las frecuencias esperadas f,: producto de multiplicar el total de la fila por
el total de su columna de valor y dividirlo por el tamafio de la muestra, segln la tabla de
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contingencia de la que representamos un ejemplo de comparacién entre los niveles de
albumina sérica con los de gammaglobulina sérica (Tabla 19):

Tabla 19: Ejemplo del cdlculo del enfrentamiento de dos variables con tres posibles resultados, la

gammaglobulinemia y la albuminemia.

' | Hipo-gamma- | Normo-gamma- | Hiper-gamma-
Gammaglobulinemia | globulinemia | globulinemia globulinemia | TOTALES DE
Vs FILA
Albuminemia GG=-1 GG=0 GG=1
Hipoalbuminemia
a b c z a+b+c
ALB=-1
Normoalbuminemia
d e £ z d+e+f
ALB=0
Hiperalbuminemia
p h i Z gHh+i
ALB=1
TOTALES DE )
COLUMNA Za+d+g Zb+e+h ZC+f+l N

Tabla 20: Tabla matriz de contingencia como ejemplo de cdlculo,
en este caso la Gammaglobulinemia enfrentada a la Albuminemia.

A partir de aqui calculamos las sumas de filas y columnas:

G

Cs

[(Zc+f+i)

[(Za+d+g)x(2a+b+c):
C2=[(Zb+e+h)x(2a+b+c):
X(Za+b+c):

x 1072

x 1072

x 1072

C4=[(Za+e+g) (Zd+e+f)]x10‘2

Obteniéndose finalmente la suma de todas ellas:

2 _ (a—Cy)? (b — C,)? (c — C3)° (i — Co)?
G B N o M s B s

Luego se determina el X% (critico), sabiendo que los datos estan en f =3 filas y a=3
columnas, calculamos el grado de libertad k

k=(f-1x(a-1)=4
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Y el nivel de significancia del 5%, para enfrentar hipdtesis damos una confianza del 5%,
a=0.05 y P1=0.95; asi se puede buscar en las tablas especificas el Xc?4;0.05

Buscamos el valor en las tablas y lo enfrentamos al resultado de X?

Si X2 < Xc (critico), las variables estdn vinculadas

si X2 > Xc es mayor, no hay vinculacién.

Esto se realizd con todas aquellas variables que mostraron significancia, es decir, cuyas
frecuencias se hallaban parejas en repetidos individuos portadores, como el ejemplo
citado del binomio albuminemia-Gammaglobulinemia, urea-creatinina, etc.

b. Diseiio de un algoritmo diagndstico felino: Cada una de las variables alteradas en una
frecuencia con desviacion de la media podria ser indicativa de la enfermedad, por ello,
con todos los datos ordenados se procedié a realizar una comparacion entre variables,
partiendo de los mismos criterios usados para el diagndstico en Seres Humanos y Perros
y extrapolando dichos criterios a la hora de enfrentar estadisticamente el valor de cada
variable en cada animal. Se calculd el valor Chi cuadrado v el coeficiente de correlacion
de Pearson (segun tipo de variable) y se sometié a cada variable a una comparacién
dentro de su mismo grupo estadistico (variables clinicas, analiticas, genéticas y otras
pruebas), luego se enfrentaron los grupos entre si para la elaboracién del algoritmo
diagnéstico.

Aunando los datos ordenados y tabulados, hechas las graficas y calculados los
parametros, se establecid un algoritmo de diagndstico fundamentado tanto a las
frecuencias de presentacion de las variables contempladas como la correlacién y la
significancia entre ellas. Basandonos en los datos obtenidos, se enfrentaron los
conjuntos de datos que presentaron una significancia alta (directa o inversamente
proporcional) por encima de 0.6 puntos y se agruparon por tipo de signo clinico, luego
se agruparon en confrontacién de frecuencias y a partir de ahi se disefi6 el algoritmo.
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SECCION 52
RESULTADOS EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS PARCIALES

1. PREVALENCIA: La prevalencia en humanos tiene una distribucion geografica
correlativa a la prevalencia en el reservorio principal, siendo Malaga una provincia con
una alta presencia tanto en perros como en humanos, el patron se repite en otras
provincias e incluso comunidades auténomas (como Baleares) aunque hay algunas
excepcionalidades que pueden ser explicadas por la movilidad de la poblacion, sobre
todo en época estival en la que una alta proporcion de la poblacidn pasa algun tiempo
en los lugares de alta prevalencia tanto del hospedador humano como canino (Figura
31).
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Figura 31: Casos declarados en perros (mapa en marron) y los declarados en personas (mapa en azul) en el que se
aprecia la correlacién entre reservorios animal y Humano para la Provincia de Mdlaga en la tltima década.

o™

2. ECOLOGIA: Diferencias entre los modelos agrario y turistico-urbano ¢las
diferencias entre el modelo urbano y el agrario afectan a la prevalencia? SI
observamos una comparativa simple entre infectados y sanos, podemos apreciar que
hay mas infectados que sanos en su totalidad, pero es que, ademas, la proporcion de
los infectados en la Comarca de la Axarquia es mucho mayor que en la Costa del Sol
(Figura 32).
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PORCENTAIJE
Leishmania infantum

COSTA DEL
" soL
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44%

Y AXARQUIA
36%

Figura 32: Proporcion de infectados y sanos

Depurando los resultados encontramos que ademds de doblar la proporcién de
infectados en la Comarca de la Axarquia, el riesgo de infeccidn es mas del doble para un
perro que resida en esta area respecto a uno que viva en la Costa del Sol (Figura 33).

PROPORCION ANUAL DE SUJETOS
INFECTADOS EN LOS DOS MODELOS DE
ECOLOGIA

0,8

0,6

0,4

0,2

RIESGO DE INFECTARSE

Figura 33: Riesgo de infeccidn en funcidn de la proporcion de infectados entre ambos territorios

Si afinamos mas el estudio de los datos, aunando los resultados de cada mes por
separado (recordemos que se trata de una infeccion dependiente de la actividad de un
vector artréopodo al que la climatologia afecta en su ciclo vital y con un periodo de
prepatencia de entre uno y dos meses), comprobamos que la dispersidn respecto a la
media de infectados, en cada mes del afio, es diferente en cada drea geografica, pero
ademas, cuando intentamos establecer una regresion lineal sobre cada zona geografica,
los datos brutos anuales se alejan mucho de la recta y el coeficiente de ajuste R? es muy
bajo en ambos casos, 0.24 y 0.33, por lo que ambas lineas no son demasiado predictivas
de cémo va a evolucionar la enfermedad en los reservorios en un futuro. No obstante,
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las dos rectas estan muy cercanas, lo que indica que la tendencia, aunque incierta desde
el punto de vista de prediccidn, si que es similar en ambos territorios puesto que se
mantienen casi paralelas. El coeficiente de correlacion en este caso es de 0.56, con cierta
relevancia que confirma la similitud de comportamiento evolutivo. Es evidente que, al
estar en la misma franja climatica, aunque la prevalencia de infectados sea distinta, el
comportamiento de la infeccidén siga patrones similares si los vectores estan sujetos a
las mismas presiones climaticas y su actividad es similar en ambas zomas para cada
periodo de tiempo concreto (figura 34).
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Figura 34: Dispersion y regresion, tendencias por territorios y temporada

Esto también se cumple cuando aplicamos el cdlculo de la media moévil, la incidencia
en ambas costas es distinta, pero siguen patrones moderadamente similares en su
evolucidn a lo largo del tiempo. En ambas zonas, las tendencias se desploman a partir
del confinamiento y sdlo a finales del afio 2022 comienza a notarse un repunte en la
incidencia de la Comarca de la Axarquia, mientras que la Costa del Sol contintdia con una
tendencia a la baja (Figura 35).
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Figura 35: dispersion media maovil

Con respecto a la climatologia, la gran variabilidad en cuanto al periodo de
prepatencia, unido a la dependencia del binomio parasito-vector en el que la
situacién inmunoldgica del hospedador es vinculante al avance de la infeccidn, nos
da una dispersidn intermitente con grandes desviaciones respecto a la media pero,
comparando ambas regresiones lineales, vemos que el comportamiento es
homogéneo antes y después de la pandemia, es decir, el comportamiento general
de la infeccidn no ha variado (Figura 36).

DISPERSION TEMPORAL EN FUNCION DE LA
CLIMATOLOGIA
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Figura 36: Comportamiento en funcion de la climatologia.
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Hospedadores domésticos: Estado epidemiolégico en ambas especies:

3. OBJETIVOS EN EL PERRO La incidencia, pese a sufrir altibajos entre afios, se
mantiene en el tiempo siempre por encima del 50% de sujetos infectados, hasta llegar
al confinamiento, cuando ésta se situa por debajo del 25%, algo que obliga a esperar al
menos tres afios mas para comprobar si la tendencia se invierte o se estabiliza. Esta
bajada de reservorios infectados da una oportunidad de estudiar el crecimiento de la
enfermedad en los proximos afios y comprobar el patrén de crecimiento.

3.1. Zoonosis vectoriales comdrbidas: Qué otras zoonosis vectoriales portan los
canidos y qué relacién hay con la leishmaniosis.

Comparando el porcentaje anual de sujetos expuestos a los microorganismos
responsables de las 4 principales zoonosis verticales del mediterraneo, encontramos que
la proporcidn entre sujetos expuestos solo a contagiarse de Babesiosis o Ehrlichiosis es
el doble de los que pueden contraer estas enfermedades ademas de leishmaniosis, es
decir, ambos rondan algo menos del 50% de probabilidad de sufrir ambas enfermedades
a la vez. Sin embargo, hay una proporcidn de 3:1 en el caso de Anaplasmosis, parece que
dicha enfermedad es menos comun encontrarla asociada a leishmaniosis que las otras
dos enfermedades transmitidas por garrapatas (Tabla 21).

Tabla 21: Porcentaje anual de zoonosis en portadores exportados.

% ANUAL de expuestos Proporcién cor:l::i: do
Leishmaniosis
+ 2,18 Anaplasmosis 6,64 3,04 67,12%
Anaplasmosis
Leishmaniosis
+ 12,64 Babesiosis 26,55 2,10 52,40%
Babesiosis
Leishmaniosis
+ 9,64 Ehrlichiosis 19,55 2,03 50,70%
Ehrlichiosis
Leishmaniosis
+ 2,55 Dirofilariosis 2,00 0,79 69,42%
Dirofilariosis
Leishmaniosis 86,09 | Sin otras zoonosis | 23,90 0,28 72,24%

Por otro lado, otra zoonosis transmitida por diptero como es la Dirofilariosis muestra
una tendencia contraria, es decir, hay mas probabilidades de tener ambas
enfermedades que contraer solo Dirofilariosis sola siendo casi un 70% mas probable
gue contraiga las dos enfermedades juntas que solo leishmaniosis. Esto pone de
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manifiesto que las condiciones geo climaticas afectan de distinto modo a los vectores
dipteros que, a las garrapatas, Ademas, la proteccidn frente a las garrapatas es mas
eficaz, sencilla, barata y esta mucho mas extendida entre los propietarios que la
proteccién ante los dipteros. Existe una gran cantidad de productos repelentes y
acaricidas en el mercado, tanto de uso tdpico (collares, pipetas, lociones) como de uso
interno (tabletas acaricidas) que eliminan las garrapatas en las primeras dos horas de
la picadura, dificultando la posibilidad de que trasmitan algun patégeno.

A este resultado hemos de afiadir que la tendencia de crecimiento era mas o
menos estable con ligera disminucién antes de la pandemia y tras el confinamiento, el
crecimiento resultd negativo. EI comportamiento normal (prepandémico) como se ha
comentado, consta de altibajos lo que se traduce en que la recta de tendencia tiene una
dispersion elevada mientras que, tras el confinamiento, el desplome del crecimiento
interrumpio la evolucién natural de la infeccidn, por lo que serdn necesarios varios afios
para comprobar si la tendencia se mantiene, se eleva o disminuye.

El comportamiento del resto de enfermedades no tiene relacidn entre ellas, pero
todas experimentaron alteraciones a raiz del confinamiento que ha imposibilitado
realizar una proyeccion en el tiempo sobre su futuro comportamiento. En todas ellas
habrd que comenzar de nuevo los estudios para tener una idea de como van a
evolucionar (Figura 35), ya que la recta de proyeccién correspondiente a la Pandemia
(color naranja) consta solo de tres puntos para su calculo, no incluyendo la recuperacién
posterior, una vez los canes pueden volver a salir a la calle y los portadores y posibles
receptores vuelven a estar susceptibles de contactar con el vector.
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COMPORTAMIENTO DEL CRECIMIENTO DE LA INFECCION
POR L. infantum EN EL TIEMPO
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Figura 35: Comparacion de la evolucion de la presencia de Leishmania infantum antes y después del confinamiento y
su proyeccion de evolucion.

Con respecto al resto de zoonosis del Mediterraneo (Figura 36), hay una tendencia a la
baja en A. phagocytophilum y en E. canis, siendo a la alza en las otras dos, no
apreciandose correlacion entre ellas, pese a que tres son transmitidas por el mismo
vector. Los que si puede verse claramente es que las rectas de las 4 enfermedades se
cruzan antes y después de la pandemia, invirtiéndose las tendencias, lo cual se
interpreta como que el aislamiento de los portadores/receptores corta el ciclo de
transmisién. Dichos cruces de rectas son mucho mas pronunciados precisamente en las
enfermedades transmitidas por garrapatas que en las que tienen como vector el
mosquito, lo que resulta esperable teniendo en cuenta que las garrapatas requieren del
contacto directo con el Hospedador, siendo este el que debe desplazarse a la zona
infestada, mientras que los dipteros poseen mucha mayor movilidad geografica y eso
les facilita el acceso a los Hospedadores mamiferos.
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Figura 36: Evolucidn de la tendencia de crecimiento de medias anuales antes (2016-2019) en

azul y después (2020-2022) en naranja del confinamiento en la infeccidn por
L. infantum, A. phagocitophylum, B, canis. D. immitis y E. canis

La evolucién anual se vio fuertemente influenciada por el confinamiento durante la
pandemia de Coronavirus (Figura 37).
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Figura 37: Evolucion anual de la incidencia.

Con respecto al comportamiento estacional, se puede apreciar que sigue un
patron de subidas y bajadas periddicas pero que la tendencia general es estable en
el periodo de prepandemia, con un pico o valor atipico al empezar el confinamiento,
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pero que poco después vuelve a mostrar el mismo comportamiento mostrado hasta
el momento (Figura 38).
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Figura 38: Evolucion continua desde 2016

A mediados de 2016 también hay un valor atipico no tan intenso como el de 2020 pero
si llamativo, sin que se hayan encontrado explicaciones para ello. Segun el informe anual
de la AEMT®, el 2016, se considera un afo extremadamente cdlido en la Axarquia y muy
calido en la Costa del sol, algo mas hiumedo que la media en la Costa del Sol, pero en la
media en la Axarquia (Figura 39).
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Figura 39: Media de precipitaciones (en verde) y temperaturas (en ocres) correspondientes al afio 2016.
Fuente AEMET

Tampoco se encontraron otras alteraciones medioambientales graves como incendios,
estando la actividad en la media (Figura 40) ni hay datos de fumigaciones intensivas, por
lo que este valor atipico queda sin resolver por el momento.
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Figura 40: Suma total de incendios forestales declarados en 2016.

3.2. Proponer un nuevo término Epidemiolégico: La “Transmision Diferida
Facilitada”: Comprobar cuantos animales portadores y/o enfermos han viajado
adoptados a nuevos asentamientos en Europa y otros lugares del mundo, responder a
la cuestion de si se estan creando Exonodos de la enfermedad en los destinos. Evaluar
el riesgo para la Salud Publica.

Siendo Espafia un pais de origen de numerosas adopciones internacionales, el flujo de
animales que salen de nuestro territorio es de interés epidemioldgico. Hay que tener en
cuenta que las cifras reflejadas en este estudio sefialan solo aquellos sujetos reclutados
para este estudio, a los que se les puede hacer un seguimiento completo a través del
chip de identificacién, y abarca animales de Malaga (Figura 41).
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Figura 41: Relacion entre el total de animales exportados (azul oscuro) con respecto a los que se quedaron (azul
claro) cada afo del estudio.

La tendencia de exportacién siempre ha estado por debajo del 35% y ha ido
sufriendo altibajos a lo largo del periodo estudiado, habria que esperar algunos afios
para poder observar si esta tendencia se mantiene en el tiempo, porque
aparentemente, desde la Pandemia, las adopciones internacionales han ido
disminuyendo (Figura 42).
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Figura 42: Relacion entre los perros adoptados que permanecieron en Espafia con respecto a los enviados al extranjero
a lo largo de los 7 afios de estudio, asi como la tendencia y su proyeccion los prevista para los siguientes 3 afios. La
caida de exportaciones se ha visto algo compensada con el incremento de las adopciones nacionales, pero en la
actualidad se estdn acumulando animales en los refugios.
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Si calculamos la recta de tendencia, se confirma la apreciacion grafica respecto a
la disminucién de adopciones a lo largo de los afios y vemos que, ademas, se
corresponde con un ligero incremento de los animales que se quedan aqui. Las
tendencias no se influyen unas a otras, puesto que el coeficiente de correlacién entre
ambos lineales de tendencia o prondstico es de sélo 0.13 puntos.

En 2019 hubo un ndmero atipico de animales acogidos y casi dos tercios de ellos
se quedaron en nuestro pais. Los que se marcharon lo hicieron a diversos paises, tanto
dentro fuera de la UE (Figura 43).
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Figura 43: Porcentaje anual medio de animales enviados a cada pais
del total de los envios internaciones estudiados.

Los mayores importadores de perros desde Espafia son Alemania y Reino Unido. Esto
estd motivado, principalmente, porque los residentes extranjeros de nuestra
provincia que colaboran con las protectoras son naturales de esos paises. El perfil
medio del voluntario que trabaja con Asociaciones es de una persona jubilada que
reside en vivienda unifamiliar aislada (chalé o finca) y que acoge algunos animales
seguidos de familiares jévenes que han venido a convivir con sus padres o abuelos o
gue han nacido aqui, pero contintdan teniendo vinculacién con sus paises de origen.
Ademas, hay algunos que estan muy implicados en la salida de los animales y actdan
como intermediarios entre las asociaciones en sus paises de origen y los centros en
nuestro pais. De las Asociaciones que han querido colaborar en este estudio, la
mayoria son extranjeras que tienen o una sede en Malaga o colaboradores que
envian los animales a su pais de destino.
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DISTRIBUCION DE ANIMALES EXPORTADOS POR
ANOS Y PAISES DE DESTINO
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Figura 44: Relacion comparativa del numero de ejemplares destinados a adopciones internacionales con respecto a
cada pais de destino habitual, a lo largo de 7 afios.

La proporcién de perros exportados fuera de Espafia se mantiene proporcional si
medimos la tendencia dentro de un mismo afio, de cada destino con respecto a los
siguientes afios (Figura 44). Alemania y Reino Unido son los destinos principales y a lo
largo de los aifos, se mantiene la proporcion entre ellos. Lo mismo pasa con Suiza y el
resto de Europa. Las exportaciones fuera de Europa (continente) siguen siendo
vestigiales y se corresponde en su mayoria con Estados Unidos y algunos paises de
Sudamérica como Chile o Argentina, no porque se envien alli, sino porque los
adoptantes son naturales de esos paises y se llevan a los animales con ellos al poco de
adoptarlos o incluso avisan, durante el proceso de adopcion, que se van a llevar al
extranjero y eso queda anotado en su ficha y es tenido en cuenta luego para el
etiquetado de cada sujeto (Figura 45).
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EXTRAPOLACION DE PERROS TOTALES
INFECTADOS RESPECTO A LOS TESTADOS Y

CORROBORADOS
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Figura 45: Sujetos analizados en su totalidad y su tendencia en el tiempo con respecto a los que resultaron infectados
y su evolucion en el mismo periodo de tiempo, desde el afio 1 (2016) hasta el afio 7 (2022) y su proyeccion esperada
hasta 2025.

Las pruebas fueron disminuyendo con el tiempo, porque a raiz de la Pandemia, la
cantidad de voluntarios disponibles para poder hacer un correcto seguimiento de los
animales disminuyd, lo que obligd a eliminar un mayor nimero de sujetos debido a los
criterios de exclusion. No obstante, la muestra sigue siendo lo suficientemente amplia
como para considerar los resultados correctos y se mantiene la tendencia a la baja
detectada a partir del confinamiento por la Pandemia (Figura 46).
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Figura 46: Valor absoluto y tendencia anual de los perros enviados infectados de L. infantum con respecto a todos los
ejemplares enviados en el mismo afio, de la misma zona y desde los mismos refugios.

Extrapolando las proporciones de perros infectados con respecto a los testados y
a los datos de animales exportados por afos, nos encontramos de nuevo la misma
situacion: altibajos prepandemia y tendencia intensa a la baja a partir de la Pandemia;
no obstante, la cantidad bruta de animales infectados sigue siendo alta, sobre todo
teniendo en cuenta que no todas las asociaciones realizan estas pruebas.
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4.

OBJETIVOS EN EL GATO

De una muestra de 532 gatos que entraron en el estudio (una vez aplicados los criterios
de exclusidn) se encontré que 98 de ellos fueron positivos a alguna forma de diagndstico
de infeccidn por L. infantum. Eso sitUa la prevalencia provisional en el 18.42%.

4.1.

Valoracidon de las técnicas diagndsticas disponibles: comparar cada técnica

diagndstica como indicador de enfermedad/portabilidad.

a.

Inmunofluosforescencia Indirecta o IFl: ¢{es una técnica fiable. un total de 48
sujetos dieron reaccion positiva (9.12% de la muestra y el 48.96% del total de
positivos). El punto de corte se situé en 1/80 diluciones, aunque hubo cierta
cantidad de animales que presentaron positividad en las diluciones de 1/40 y
1/20.

b.Enzimo-Inmunoanalisis de Adsorcion o ELISA: é¢es una técnica fiable? ¢se puede

establecer una prueba comercial? La técnica ELISA que se estaba desarrollando
en un principio con los sueros y pruebas realizadas en este estudio y a través de
la colaboracién entre Uranolab y la UMA no llegd a materializarse, ya que los
resultados de la cata inicial que se realizd sobre una veintena de animales
aportaron resultados contradictorios. Se intentdé con dos proteinas
recombinantes y no daba lo esperado, sobre todo al enfrentar los resultados con
los de IFl; asi que se decididé no aportar mas presupuesto al estudio y quedé el
de Inmuncromatografia rdpida de Membrana (IC en adelante).

Inmunocromatografia de Membrana o IC/LF: ¢{es posible realizar una prueba
rapida?ées esta fiable?étiene utilidad comercial?ées sencillo su uso por parte
del veterinario clinico? tras varias tandas de pruebas con cada suero problema,
con el objeto de ajustar la velocidad con la que el suero conjugado corria por la
matriz de nitrocelulosa, asi como la cantidad de suero problema y de conjugado
revelador, se obtuvieron varias combinaciones que estan siendo ahora mismo
valoradas por la empresa patrocinadora y en breve seran puestas en el mercado.
Las instrucciones de la técnica aln no estan registradas/patentadas, por lo que
no se pueden incluir los resultados en este texto. Si podemos anotar los
resultados finales de la misma, en los que se aprecia una altisima sensibilidad sin
dar falsos negativos. 84 muestras arrojaron un resultado positivo, casi el doble
que los resultados de la IFl y coinciden con aquellos sujetos que presentaron
resultados por debajo del punto de corte en la técnica cuantitativa.

Genética molecular o PCR: écual es la prevalencia de portadores? ¢ hay relacién
entre el nimero de portadores y los enfermos? ¢hay relacion de
comorbilidades? El 6rgano que mayor frecuencia de ADN del parasito mostré
fue el bazo, ademas seguido de la médula désea. La piel y las mucosas estan una
decena de puntos por debajo y en ninguno de los hisopados de mucosa
conjuntival se detectd L. infantum, por lo que se ha desestimado la técnica por
el momento (Figura 47).
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Frecuencia de presentacion del parasito en cada
organo/tejido estutiado en PCR
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Figura 47: Representacion de los érganos diana principales para |. infantum.

De los 98 gatos infectados, solo un 16% mostrd todas las técnicas seroldgicas
positivas y al menos un érgano positivo por PCR, pero esos 25 animales también
presentaban al menos tres marcadores clinicos y analiticos compatibles.

e. Microscopia directa: ¢es una técnica fiable? ¢aporta algo? No todas las
muestras fueron observadas en su totalidad, tanto por falta de tiempo como de
medios para teiiirlas todas, tan solo se prepararon muestras positivas y se
encontrd que, aquellas en las que se habia observado algliin amastigote, también
habian dado positivo en la prueba de PCR, mientras que algunas negativas, si que
resultaban positivas en la PCR, tras varias tandas de intentos, se llegé a la
conclusién de que la técnica no era fiable y se dejaron de recopilar datos.

4.2. Disefio de un algoritmo diagndstico en gatos: ¢se puede establecer una tanda
de pruebas que ayuden al veterinario clinico a confirmar o descartar la enfermedad o
la portabilidad? équé conclusiones se pueden sacar de la comparacién de los
resultados?: Uno de los objetivos principales de este estudio es comprobar el papel real
gue juegan en el mantenimiento y transmisién del parasito. ¢Son portadores?, ésufren
la enfermedad? Para poder contestar a esta pregunta, primero debemos poner en valor
los métodos diagndsticos disponibles para una especie hasta ahora poco estudiada, ya
gue no hay un consenso general de cémo diagnosticar la infeccion y la enfermedad en
esta especie. Se han publicado estudios aislados con una poblacion relativamente
pequefia y en algunos casos, pese a contar con una poblacidon grande, las pruebas
realizadas dejaron demasiadas variables fuera. En este caso, como se ha expuesto en el
capitulo anterior, tanto el tamafio de la muestra como las variables tenidas en cuenta
permiten establecer unos canones diagndsticos avalados estadisticamente que sirvan
como herramienta diagndstica a futuros investigadores y a los veterinarios clinicos.

En primer lugar, se identificaron aquellos sujetos que mostrasen signos clinicos
compatibles con la infeccién, tal y como se manifiestan en perros'>'62°, por ello se
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realizd un examen médico que incluyd la condicidon corporal y nutricional, el aspecto
general del pelo, el estado de los dientes, la apreciaciéon de inflamaciones o problemas
en las articulaciones, salud de las ufias, aspecto, tacto y presencia de alteraciones en las
mucosas y lineas mucocutaneas de nariz, labios, conjuntivay encias temperatura rectal,
palpacion de los ganglios accesibles (popliteos, preescapulares, retrofaringeos,
cervicales, submandibulares y en aquellos sujetos en los que se pudo, los mesentéricos)
(Figura 48).

SIGNOS CLINICOS DETECTADOS CON
MAYOR FRECUENCIA
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Figura 48: Frecuencia de las alteraciones encontradas en el examen clinico. En el eje de abscisas se indica la
frecuencia con la que se presentan las presencia (valor 1) o ausencia (valor 0) de signos clinicos compatibles con
infeccion por L. infantum. En el eje de ordenadas se enumeran de menor a mayor las variables (discretas) estudiadas
con presencia en animales portadores o enfermos.

A continuacién, se ordenaron los resultados obtenidos de las pruebas
seroldgicas, tanto cuantitativas (IFI y ELISA) como cualitativas (inmunocromatografia de
membrana). En conjunto, el 26% de los sujetos estudiados presentaron anticuerpos anti-
leishmania en al menos, una de las dos técnicas seleccionadas. El estudio de la técnica
de ELISA tuvo que ser detenido, pues tras una cata inicial con 40 individuos, entre los
gue habia algunos identificados como infectados por PRC o Microscopia o por las otras
pruebas indirectas, no se logrd establecer un adecuado protocolo en el aislamiento de
la proteina recombinante mas adecuada, el estudio se pospuso hasta después de la
Pandemia de SARS-COVID-19 y continua desarrollandose hoy en dia.

En cuanto al Inmunoensayo por IFl, se usé un conjugado de promastigotes de
uso comercial. No obstante, la técnica sigue desarrolldndose y actualizandose ya que,
cuando se intentd aplicar el punto de corte habitual de 1/80 diluciones, los resultados
arrojaron casi la mitad de los sujetos presuntamente infectados que los que mostraron
resultados dudosos de 1/40 o 1/20 diluciones.

Cabe sefalar que aquellos individuos que presentaban resultados dudosos, si
que dieron un resultado positivo en la prueba rdpida o Inmunocromatografia de
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membrana que se estaba sometiendo a pruebas de campo bajo un acuerdo de
colaboracion con la empresa Uranovet®, dentro de una serie de estudios destinados a la
comercializacion de una plataforma fiable para su uso conjunto en perro o gato. La labor
de calcular la especificidad y fiabilidad corrié a cargo del propio laboratorio y con
comprobacidn ciega en otros dos centros de investigacion independientes

En la Universidad de Malaga y bajo el acuerdo citado, se realizaron las pruebas
de trabajo clinico, es decir, se fueron probando los distintos conjugados reveladores, asi
como la calidad de la tira de nitrocelulosa, la cantidad de muestra y conjugado a usar y
otras variables para la elaboracidon de las instrucciones de uso mas adecuadas para el
profesional clinico veterinario y potencial comprador del producto. Los resultados no
pueden ser aun citados en esta tesis pues estdn sujetos a secreto comercial, pero se
espera que en pocos meses la empresa publique los resultados finales de todo el
proyecto de I+D+i que incluyen varias pruebas de zoonosis vectoriales que sirvan para
perro y gato, con una aplicacién informatica que transforme una prueba cualitativa en
semicuantitativa. La prueba usa una proteina de conejo segun las especificaciones de la
casa comercial (Figura 48).

PROPORCION DE LOS RESULTADOS DEL
INMUNOENSAYO CUANTITATIVO IFI
RESPECTO AL CUALITATIVO IC

IC+ IFI+
16%
IC+ IFI-
IC- IFI- 9%
74%
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1%

Figura 48: comparativa de las dos técnicas seroldgicas planteadas, Inmunofluosforescencia indirecta contra
Inmunocromatografia de Membrana en pruebas. Se establecieron las 4 combinaciones posibles de la tabla de
frecuencias de cada una de ellas y contabilizadas por cada sujeto individual. Se realizé una distribucion de
frecuencias en las que se enfrentaron los dos unicos resultados posibles (variables discontinua), positivo o negativo,
presencia o no de anticuerpos especificos con L. infantum, Siendo el signo — un resultado negativo (valor 0) y + un
resultado positivo (valor 1).

La identificacion del parasito por técnicas de PCR u observacion microscopica
mostraron una presencia aparente de un 21% de animales infectados sobre el total. De
todos ellos, el bazo fue el que con mayor frecuencia mostré presencia de L. infantum,
debiendo sefialar que, en mas de la mitad de estos animales, no habia signos clinicos ni
laboratoriales que indicasen una infeccidn clinica, sino que parecia que el pardsito se
encontraba latente en este drgano sin causar enfermedades (Figura 49).
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PROPORCION DE LOS ORGANOS/TEJIDOS
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Figura 49: Resultados de la identificacion del pardsito por técnicas de PCR o/y observacion microscopica en frotis y
biopsias de tejidos. Media aritmética entre ambos valores y expresados en porcentaje con respecto al total de
sujetos que aportaron resultados positivos en ambas técnicas en, al menos, un tipo de muestra.

Se prestd especial interés en la deteccién de hembras prefiadas, pues uno de los
objetivos del estudio era poder describir al menos un caso de transmision vertical, pero
de las seis hembras positivas con fetos o embriones, en ningln caso se encontrd
presencia del parasito ni por PCR ni por microscopia. Al tratarse de una muestra tan
pequeiia, el resultado no se ha considerado relevante.

Una vez ordenados y calculados los valores de las variables de Serologia, Genética
u Observaciéon Microscdpica directa y los pardmetros de la Inspeccidn Clinica, el cuarto
pilar sobre el que descansa el diagndstico corresponde a las pruebas complementarias y
los hallazgos encontrados fueron ordenados en los tres grupos segun las tablas de
frecuencias en las alteraciones con respecto a los valores habituales considerados
fisioldgicos en un animal sano.

En el hemograma encontramos la linfocitosis y la neutrofilia como rasgos mas
caracteristicos, incremento de monocitos circulantes, pérdida de glébulos rojos y de la
hemoglobina son alteraciones frecuentes, junto con anomalias en el frotis sanguineo, la
disminucion de los eritrocitos no se ve compensada por la produccion suficiente de
reticulocitos, por lo que la anemia es de tipo poco o no regenerativa. Las plaquetas, que
en perro si suelen verse alteradas, en cambio en gatos no es frecuente, al menos en la
media total, porque en aquellos sujetos con enfermedad visceral avanzada si que se
detectd trombocitopenia en la mayoria de los sujetos (Figura 50).
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Figura 50: Frecuencia de las anomalias halladas en el andlisis hematoldgico con una marcada linfocitosis y
monocitosis. Las anomalias del frotis fueron mds comunes de lo habitual. En el eje de abscisas se indica la frecuencia
con la que se presentan las desviaciones de la media de las variables hematoldgicas en tanto por cien en animales
portadores o enfermos. En el eje de ordenadas se enumeran de menor a mayor las variables estudiadas con
presencia en animales portadores o enfermos. Las flechas indican en direccion hacia arriba cuando la desviacion de
la media es hacia la derecha (valor incrementado) y hacia la izquierda cuando la desviacion de la media es hacia la
izquierda (valor disminuido).

La proteinograma es la fracciéon sanguinea que presenta mayores alteraciones,
con una alta frecuencia de sujetos hipergammaglobulinemia e hipoalbuminemia (Figura
51).
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FRECUENCIA Y DISPERSION DE LAS VARIABLES
EN EL PROTEINOGRAMA
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Figura 51: Representacion de las frecuencias de las fracciones proteicas en sangre con cdlculo de la desviacion (en
gris) entre niveles elevados (en rojo) o disminuidos (en azul) con respecto a los valores fisioldgicos para cada
variable. 1-PT: Proteinas totales, 2-ALB: Albumina sérica, 3-GT: Globulinas totales en suero, 4-A/G: Cociente
Albumina/Globulinas, 5-A1: Globulinas alfa 1, 6-A2: Globulinas alfa 2, 7-BG: globulinas beta, 8-GG:
gammaglobulinas.

Cuando se enfrentaron los resultados de los valores con una mayor frecuencia de
alteracion (Albumina y Gammaglobulinas), se encontrd un coeficiente de correlacidn de
-0.94 puntos, altos niveles de gammaglobulinas van casi siempre asociados a bajos
niveles de albumina. Estos resultados coinciden con lo esperado y, ademas, se
corresponden con la lista de alteraciones de las proteinas séricas caninas de la que se
extrapold la hipdtesis. Queda corroborada por lo tanto la relacién inversa. Esto
manifiesta que, de forma parecida a como ocurre en perros y Seres Humanos, el higado
se ve afectado disminuyendo la produccién de ALB cuando el Sistema Inmune responde
por la Via de Th2, coincidiendo con el incremento de la concentracion de anticuerpos
circulantes (Figura 52).
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Figura 52: Relacidn entre al albuminemia y la gammaglobulinemia en sujetos infectados. La relacion entre ambas
variables es inversa, correspondiendo la infeccion activa con enfermedad y sintomas con el aumento de
gammaglobulinas y la disminucidn de la albiumina sérica. La relacion entre el resto de las variables entre si (otras
combinaciones) no alcanzoé un valor representativo.
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La bioquimica (Figura 53) sefala al higado como drgano que mas se ve afectado
en la infeccion visceral, encabezando las frecuencias de alteraciones con las
transaminasas GOT y GPT. Le sigue el rifidn con una marcada tendencia al indice de fallo
renal (SDMA), y una incapacidad de filtrar la gran cantidad de restos del catabolismo
proteico, estando incrementada mas frecuentemente la Creatinina que la urea.
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Figura 53: Frecuencias comparadas y ordenadas de menor a mayor de las alteraciones bioquimicas encontradas. En
el eje de abscisas se indica la frecuencia con la que se presentan las desviaciones de la media de las variables
analiticas en tanto por cien en animales portadores o enfermos. En el eje de ordenadas se enumeran de menor a
mayor las variables estudiadas con presencia en animales portadores o enfermos. Las flechas indican en direccion
hacia arriba cuando la desviacion de la media es hacia la derecha (valor incrementado) y hacia la izquierda cuando
la desviacion de la media es hacia la izquierda (valor disminuido).

Hay que sefialar la existencia de casos de leishmaniosis cutdnea, sobre todo la
restringida a los chancros de inoculacién, en los que apenas hay alteraciones de los
parametros sanguineos ni clinicos, asi como una tendencia a no presentar anticuerpos
detectables por ninguna de las técnicas de serologia. (Figura 54).
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Figura 54: Ulceras en un gato con Leishmaniosis cutdnea.
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Las lesiones pueden pasar desapercibidas al propietario si no tiene un contacto muy
estrecho con el animal, ya que en ocasiones estan en zonas donde no se ven a simple
vista 0 no son evidentes (Figuras 55y 56)

Figuras 55y 186: Lesiones cutdneas macroscopicas en pulpejos, orejas y nariz. En la primera foto se aprecia
claramente la dermatitis, pero en las tres siguientes no es tan visible. Los puntos blancos muestran las zonas donde
las muestras arrojaron la identificacion del pardsito por microscopia y por PCR de raspado profundo.
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La principal forma de detecciéon fue mediante la presencia de los ndédulos,
chancros, descamaciones y grietas. La confirmacidn se produjo mediante técnicas de
PCR o por identificacién directa del parasito en observacién microscdpica de frotis a
partir de raspado profundo o biopsia de las lesiones o por PAAF del ganglio regional
(popliteo en patas traseras, preescapular en patas delanteras, retrofaringeos,
submandibulares y cervicales en cabeza) (Figura 57).
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Figura 57: Observacion de amastigotes en frotis tefiido con Reactivo comercial
Diff-Quick® de las lesiones mostradas en los sujetos de la llustracion 37.

La presencia de otros patégenos puede afectar al sistema inmune de forma que una
infeccion por L. infantum latente se active por la entrada de un nuevo patégeno y el animal
desarrolle la enfermedad clinica o un gato previamente infectado de algin patdgeno, sea
infectado por L. infantum y no sea capaz de poner en marcha la respuesta adecuada,
desencadenando una infeccion clinica activa. Aunque las investigaciones previas han mostrado
que los retrovirus felinos mas comunes, Fel y FIV pueden ser coinfectantes que favorezcan el
desarrollo de leishmaniosis clinica, en este estudio, hemos encontrado que el patégeno mas
frecuente en coinfeccion con L. infantum es el Coronavirus entérico felino. (Figura 58).
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FRECUENCIA (EN %)
DE OTROS AGENTES PATOGENOS ENCONTRADOS EN

COINFECCION
Coronavirus entérico felino 14,63
Oncovirus de la Leucemia felina 5,7
Mycoplasma felis 4,75
Calicivirus felino 3,61
Lentivirus de la Inmunodeficiencia 3,23
Felina G;ardia lamblia 1,9
Chlamydophila felis 1,33

Figura 58: Otros patégenos habituales felinos encontrados en coinfeccion con L. infantum, expresado en %.

También se ha dado un solo caso de Bartonelosis felina que desembocé en
infeccidn clinica de Leishmaniosis, pero se trata de un caso aislado.
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SECCION 62
CONCLUSIONES

Tras un analisis profundo de los datos obtenidos y razonando lo que estos
aportan, queda claro que la situacidn de la Leishmaniosis en Malaga esta completamente
descontrolada. En realidad, estda descontrolada en toda Espafa, pero en nuestra
provincia la prevalencia es muy alta, aunque, afortunadamente, hay una resistencia de
las personas a la enfermedad gracias al avanzado nivel sanitario del que disfrutamos, con
una poblacién mucho mas sana que en otros territorios del mundo donde la
Leishmaniosis hace estragos. Pero que tengamos un Sistema Sanitario fuerte no es
motivo para que relajemos las medidas de prevencién, puesto que, si algo nos ha
ensefiado la naturaleza, es que los patdgenos pueden cambiar rapidamente su
comportamiento y no estamos exentos de que pueda aparecer alguna cepa mas
virulenta o que seamos colonizados por especies®’*® que sean capaces de vencer las
barreras inmunoldgicas de la poblacion autdctona.

También sabemos que los gatos, pese a presentar una resistencia natural a la
enfermedad, son capaces de mantener la infeccidn inactiva por tiempo indeterminado y
conforman un reservorio que hay que tener en cuenta a la hora de valorar el riesgo
epidemioldgico para la poblacidn. La poblacion de gatos es desconocida, pero se estima
que es, al menos, igual a la de perros. El numero de canes infectados es mucho mayor,
pero salvo en centros de adopciones, rehalas y lugares de alojamiento grupal de perros,
los canes se encuentran diseminados por los hogares en los que conviven. Sin embargo,
los gatos se dividen en dos modalidades de poblacién: por un lado, los que viven como
mascotas en hogares, ya sea de forma individual o varios miembros de una misma
manada y aquellos Ilamados Asilvestrados, ferales o “callejeros”, que viven en
sociedades complejas de numerosos miembros, donde se acumulan individuos que
pueden concentrar patégenos en un mismo punto o nodo desde el que diseminar la
enfermedad. Sabiendo que determinades infecciones como Coronavirus, FIV, Fel
pueden desencadenar el desarrollo de una infeccion activa y que estos virus estan
ampliamente repartidos por la poblacién asilvestrada, podemos aventurar que una
colonia de gatos sin control sanitario puede representar un riesgo epidemioldgico para
la poblacion de canes y de Seres Humanos en la zona donde se sitla dicha colonia. Por
ello la vigilancia de estos reservorios deberia considerarse de importancia en la
evaluacion de la enfermedad con controles periddicos aleatorios en dichos nodos
potenciales.

Tanto gatos domésticos como ferales pueden ser diagnosticados puesto que este
estudio ha demostrado que la infeccién o la enfermedad clinica son detectables por los
métodos de diagndstico disponibles en el mercado para los veterinarios clinicos. La
deteccion de enfermedades y parasitaciones que comprometan la respuesta inmune de
los felinos deberia ser un factor determinante para realizar una prueba que identifique
al parésito o la infeccion, segun el modelo propuesto en el capitulo anterior (animal
aparentemente sano o animal enfermo). Estos dos algoritmos aportan la guia necesaria
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para identificar portadores y enfermos. La guia fue publicada tanto en revista indexada
como en revista de divulgacion para veterinarios, tanto en Espafia como en Portugal, por
lo que la deteccion de estos animales no deberia ser complicada a partir de ahora. Las
pruebas son tan fiables tanto para los gatos como para los perros, pero la interpretaciéon
requiere el punto de vista del veterinario clinico.

La vigilancia del vector es algo que ya se produce de manera efectiva y contamos
con abundante informacion de su poblacién y densidad, lo que hace falta ahora es aunar
esos conocimientos con la carga parasitaria que presentan los ejemplares que se
capturan periodicamente y cruzar dichos datos con la prevalencia de la zoonosis en esa
zona, tanto en reservorios como en Humanos. Seria una informacién enormemente
valiosa si se pudiesen obtener datos de tendencias de las distintas especies por
territorios para poder compararlos con los datos de la poblacion humana, mes a mes,
afio a ano, y asi poder establecer medidas de control y planes de erradicacion.

La formacion de los Profesionales de la Atencion Primaria, a la hora de identificar
las lesiones nodulares y ulcerosas Unicas en personas de zonas de riesgo, deberia estar
incluida en programas de vigilancia que lleven a mejorar el conocimiento real de
pacientes infectados. Esta formacion deberia incluir conocimientos de la enfermedad,
actualizacién periddica de la epidemiologia local y métodos de diagndstico en el propio
Centro de Salud, sobre todo para las formas cutdneas, de forma que éstas no pasen
desapercibidas para el Sistema Sanitario. El método facil y el bajo coste de una prueba
dermatoldgica de identificacion del parasito, hace viable esta propuesta.

Los profesionales veterinarios deben mejorar su conocimiento de la enfermedad
y tener algln tipo de inspeccién institucional para asegurar que se estan declarando
todos los casos de leishmaniosis que se detectan. Esto puede ser realmente sencillo con
la implantacion del modelo de receta electrénica, creando un listado de medicamentos
antimicrobianos que no puedan ser recetados en modelo en papel, solamente bajo
receta electronica. Con ello, se posibilita que las inspecciones se lleven a cabo de forma
automatizada a través del sistema informatico y asi poder comprobar que cada animal
recetado ha sido declarado como infectado. Del mismo modo, la deteccién o diagndstico
laboratorial positivo por parte de laboratorios independientes deberia ser controlado y
estos emitir un listado periddico de diagndsticos positivos que posibiliten a las
autoridades sanitarias veterinarias el control de la prevalencia real.

Otro modelo alternativo para dicho control seria el crear un “visado” basado en
el ya existente para la Farmacia Humana®®®!, de manera que la prescripcién de un
medicamento leishmanicida deba llevar un sello de control o visado del Colegio Oficial
de Veterinarios o del Consejo Andaluz de Colegios de Veterinarios que supervise que el
animal es realmente positivo, que el tratamiento sigue unas pautas previamente
establecidas y cientificamente consensuadas y que se ha declarado correctamente.

Tanto los animales tratados (perros y gatos) como el resto de los perros
aparentemente sanos, deberian someterse anualmente a un andlisis serolégico y de
obligado cumplimiento y cuyo resultado sea anotado en su documento sanitario
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(Pasaporte Europeo) en la “Seccion VIII: Otros tratamientos parasitarios” o en su ficha
clinica del Registro Andaluz de Identificacién Animal, el mismo registro donde se anotan
los tratamientos obligatorios por Ley>%67.6869,70,71,72,73,74,75,76

Por ultimo, proveer los medios necesarios para crear un sistema eficaz de ayuda
al control de esta zoonosis porque como se indicé en el estudio® de 2019 y los centros
de alojamiento de animales donde éstos de concentran en grandes cantidades, son
nodos que, por un lado, atraen al vector por la alta densidad de animales de los que
alimentarse y, por otro, pueden resultar un riesgo para la Poblacién Humana colindante.
Muchos de estos centros carecen de las condiciones econdmicas suficientes para
afrontar medidas de control y, sobre todo, los tratamientos leishmanicidas o preventivos
debido al alto coste de dichos medicamentos en el mercado. Habria que buscar una
manera de posibilitar la atencidn a estos reservorios con el fin de proteger a las Personas
que viven en las cercanias de estos centros.

Es muy importante que las autoridades conozcan este riesgo y sepan la situacién
en la que se encuentran los reservorios tanto de Leishmaniosis como del resto de
zoonosis vectoriales citadas en este estudio y tomen medidas con el fin de reforzar la
deteccidn y control de vectores, reservorios infectados. También es un ejercicio de
responsabilidad hacia nuestros paises vecinos el establecer medidas para el control de
estas enfermedades y trazar las estrategias para evitar la creaciéon de Exonodos y
prevenir la Transmision Diferida Facilitada en lo posible. Por ello, proponemos las
siguientes medidas:

Incrementar la vigilancia sobre las zoonosis vectoriales del Mediterraneo vy
establecer medidas de control de calidad de las declaraciones tanto en reservorios como
en la poblacién.

Es necesaria la creacion de grupos de control multidisciplinares que vigilen
constantemente la situacion dentro de un modelo One Health como el que
recientemente se ha creado entre la Universidad de Malaga y el Colegio Oficial de
Veterinarios, o el grupo que auna los Colegios Oficiales de las profesiones Sanitarias de
Nuestra provincia (Medicina, Veterinaria, Enfermeria, Fisioterapia etc.). Dichos grupos
tendrian la labor de disefiar programas para cruzar datos entre Vectores, Medio
Ambiente, Climatologia, Salud Publica, Veterinaria, Epidemiologia.

La adopcion vy transito de animales de compafia dentro y fuera de nuestras
fronteras no debe reducirse solo a unas pocas enfermedades. Dicho transito no es una
necesidad vital para los Ciudadanos y si una responsabilidad frente al resto de la
poblacién, por lo tanto, el coste econdmico del control de dichos movimientos debe
recaer en los responsables de dichos movimientos. Por ello, es recomendable que un
observatorio One Health monitorice constantemente la situacion de las zoonosis en los
territorios de la Unién Europea y dictamine de forma periddica cuales de estos
patégenos deben ser monitorizados y controlados, estableciendo listados anuales de
enfermedades que deberan ser detectadas y certificadas antes de autorizar el transito
de dichos animales fuera de nuestras fronteras. El sistema TRACES’”78798081 debe ser
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reforzado y las Autoridades Sanitarias del pais de destino deben conocer el estado en el
qgue llegan los animales, asi como los futuros propietarios. Una de las premisas, que
deberian ser obligatorias para la adopcién internacional de mascotas, es que el futuro
adoptante o, en su defecto, la asociacidn receptora, exprese de forma inequivoca que
conoce la situacién sanitaria del animal del que se van a hacer responsables, y que
pueden afrontar econdémicamente los tratamientos y seguimientos necesarios para
evitar que el animal se convierta en un portador efectivo de las zoonosis que lleva en su
interior.

Este requisito deberia ser extendido a las adopciones dentro de nuestro
territorio. Los futuros adoptantes deberian firmar un documento de adhesiéon a un
programa de vigilancia y control de zoonosis y cumplir con revisiones periddicas de sus
animales, asi como comprometerse al control sanitario de sus animales y a la prevencion
de la transmision de zoonosis.

Las Autoridades deben elaborar normas para dicha vigilancia, estableciendo
controles periddicos de las mascotas, a través del sistema de Identificacion Animal que
ya prevé la declaracién de enfermedades. Dicho programa podria incrementar su
actividad anotando los tratamientos obligatorios anuales elaborados por una Comision
Interdisciplinar de Vigilancia de Zoonosis.

De realizarse dicho proyecto, las Administraciones Publicas tendrian que hacerse
cargo de controlar que dichas normas se cumplen proporcionando los medios de
inspeccién necesarios para su correcto desarrollo.

Como medida ultima, deberian desarrollarse campanias divulgativas dirigidas a la
poblacién en general, informando de los conceptos One Health, zoonosis, enfermedades
vectoriales, prevencidon y control de estas mediante campafias en los medios de
comunicacion. Una cuestion interesante por valorar seria la implementacion de estos
contenidos, adaptados a cada etapa de desarrollo, como materias transversales en los
estudios obligatorios (colegios e institutos) a fin de concienciar a los futuros adultos
sobre el cuidado de la Salud, propia y de los demds y poner en valor la labor individual
gue cada uno puede aportar al conjunto de la ciudadania y al bienestar de los animales.

En cuanto a los gatos, se puede llegar al diagndstico de dos maneras diferentes.
En primer lugar, aquellos SIN signos clinicos que hagan sospechar que portan la
infeccidn. Son individuos que han entrado en contacto con el patégeno hace poco
tiempo y, o estan eliminando de manera efectiva los pardsitos o no seran capaces de
eliminarlo, pero aun no han tenido tiempo de mostrar sintomas.

En cualquier caso, los signos clinicos no son evidentes o son tan leves que el
propietario no les ha dado importancia o no los ha detectado. Dentro de este grupo
estan las presentaciones cutaneas leves en forma de chancros de inoculacién aislados o
descamaciones leves o la uveitis. El gato con lesiones de este tipo deberia ser controlado
mediante raspado profundo de los nddulos y lesiones y posterior PCR o identificacidon
por observacién microscopica. En aquellos pacientes con uveitis, el cribado de infeccién
por Leishmania deberia entrar en el diferencial.
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En estos casos, puede ocurrir que aun dando positivo en las técnicas de
identificacion del parasito, no haya alteraciones analiticas y que la serologia resulte
negativa. Esto no descarta ni confirma la infeccidn clinica. Puede resultar un chancro
autolimitante si el animal responde correctamente o un punto de distribucién a partir
del cual los parasitos se diseminen por el resto del organismo si falla la respuesta
inmunitaria. Para ello, el clinico debe realizar una puncion del ganglio regional y tratar
de detectar el parasito, ya que su punto de diseminacién linfatica ocurre a partir de este
primer punto de entrada. En cambio, si la diseminacidon es por via sanguinea, cabe
esperar que, en pocas semanas, empiecen a aparecer anticuerpos detectables por
técnicas seroldgicas, asi que todo animal que presente lesiones cutdaneas con presencia
del parasito deberd ser monitorizado a las pocas semanas para comprobar si la infeccion
avanza o es combatida efectivamente. Es evidente que ese animal, aparte del
tratamiento local a base de leishmanicida sublesional, deberia beneficiarse de un
tratamiento inmunomodulador que le ayude a su sistema inmune a combatir los
pardsitos que hayan podido acceder a su sistema circulatorio y linfatico.

En referencia a las uveitis, si el paciente no presenta anticuerpos anti-leishmania,
es dificil confirma la infeccién por lo que debera ser monitorizado pasadas unas semanas
de la identificacion del problema.

En aquellos gatos que presenten una identificacién del parasito por técnicas de
microscopia o PCR en lesiones cutdneas, seria aconsejable realizar nuevas tomas de
muestras de varios puntos distintos y de ganglios para intentar encontrar parasitos que
nos orienten a una infeccion diseminada. Esto cuenta con una dificultad doble: por un
lado, la pericia del clinico al realizar la toma de la muestra vy, por otro lado, la desigual
presencia del parasito tanto en el tiempo como en el espacio corporal que puede darnos
falsos negativos. Si hay una confirmacién de infeccién y diseminacién, entonces el
tratamiento leishmanicida sistémico seria lo aconsejable mientras que, si solo se
presenta lesidon nodular o ulcerosa local, el tratamiento intra y sublesional podria ser
suficiente. No obstante, tanto en el caso de infeccidon clinica cutanea como infeccién
localizada y la sospecha, nos lleva al monitoreo ciclico del animal cada 8 semanas.

Por otro lado, podemos encontrar animales que, estando aparentemente sanos,
en un checheo de salud, encontremos alteraciones analiticas como las que mayor
frecuencia han mostrado en el estudio. En estos casos lo mas razonable es realizar una
serologia cuantitativa y en caso de resultar negativa, buscar lesiones de las que extraer
muestra para identificacion del parasito.

En aquellos animales a los que se les pretenda realizar un checheo répido, seria
aconsejable incluir en las series de inmunocromatografia de membrana, una prueba de
deteccion de anticuerpos anti L. infantum, que en el caso de resultar positivo, y mientras
no esté aun en el mercado la prueba semicuantitativa en la que este proyecto ha tomado
parte, seria recomendable realizar una serologia por IFl, examen clinico profundo y
detallado y analitica completa que incluya hemograma, bioquimica y proteinograma.
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Si analitica, clinica y serologia con compatibles, no es necesario demostrar la
presencia de parasito, siendo estos tres parametros suficientes para proponer el inicio
de un tratamiento sistémico completo.

Contrastando y comparando los resultados obtenidos, finalmente se ha
elaborado un algoritmo que podria servird los veterinarios en ejercicio clinico como de
guia para el diagndstico de Leishmaniosis felina, asi como una categorizacion clinica que
ayude al veterinario a enfocar cada caso de la manera mds adecuada, tanto por la salud
del animal como por la prevencién de la diseminaciéon de la enfermedad a nuevos
reservorios o al propio Ser Humano.

Si se trata de un animal SANO al que se le ha descubierto alguin signo compatible,
se aplica el algoritmo de la (Figura 59).

FELINO SANO

ANALISIS SAHGUINED SEROLOGIA CUALITATIVA

HALLAZGO CASUAL

5 RUTINAR O COMPATIBLE RUTIMARIA POSITIVA
EM MICROSCOPMA
1 !
. ANALISIS
: SEROL OGIA s e ey
SEROL OGiA
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> 1/80
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Figura 59: Algoritmo diagndstico en gatos aparentemente sanos.

En estos animales, si se han encontrado amastigotes en un nédulo cutaneo o una
Ulcera, se debe realizar serologia cuantitativa y en caso de ser negativa, instaurar un
tratamiento intra y sublesional, ademas de ayudar al organismo a combatir los parasitos
mediante un leishmaniostatico como el alopurinol y un inmunomodulador inespecifico
como la domperidona. En estos casos es también recomendable el uso de nutracéuticos
gue ayuden a mejorar el sistema inmune y a prevenir otras patologias. Si la serologia es
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positiva, hay que valorar el estado general del paciente realizando un analisis sanguineo
completo que incluya hemograma, bioquimica y proteinograma.

En cualquier serologia positiva, la valoracién del hemograma en fundamental
para establecer el estado general del paciente y la proporcidn de proteinas para disefiar
el tratamiento mas adecuado. Las serologias cualitativas son meramente informativas de
la presencia de anticuerpos, pero comprobar su nimero mediante una IFl se hace
imprescindible para valorar como esta respondiendo el sistema inmune y establecer el
tipo de tratamiento a proporcionar.

Los titulos de anticuerpos inferiores (pero distintos de cero) al punto de corte de
cada laboratorio deben ser valorados como animales que han estado en contacto con el
patégeno vy, desde el punto de vista de Salud Publica, lo responsable es aplicar un
tratamiento leishmaniostatico, inmunomodulador y monitorizar periédicamente al gato
el resto de su vida, ya que los amastigotes pueden quedar acantonados en bazo por
tiempo indefinido. Desde el punto de vista epidemioldgico, deberian considerarse como
portadores inaparentes potenciales.

En los titulos de IFl iguales o superiores al punto de corte del laboratorio, el
parasito ha superado las barreras defensivas del gato y su sistema inmune ha fabricado
suficientes anticuerpos como para que se produzca un cuadro clinico de infeccidn activa
y esto nos obliga a aplicar un tratamiento leishmanicida completo, junto a una
leishmaniostatico crénico al menos un afio y tratamiento inmunomodulador periddico,
cuya pauta aun esta siendo objeto de estudio.

Cuando un gato presenta signos clinicos compatibles que hagan pensar al clinico
en una leishmaniosis, se aplica el algoritmo reflejado en la (Figura 60).
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Figura 60: Algoritmo diagndstico en gatos clinicamente sospechosos.

Aquellos animales que presenten la combinacién de algunas de las alteraciones que
mostraron mayor frecuencia en los signos clinicos, lifadenopatias, TRC aumentados, palidez de
mucosas, condicidn corporal deficiente o malnutricién deberan considerarse sospechosos vy las
pruebas para detectar el parasito o los anticuerpos especificos, deberan realizarse a la mayor
brevedad posible.

Otras alteraciones menos frecuentes pero presentes en sujetos positivos también deben
incluir la infeccidn por L. infantum en el cuadro diferencial del diagndstico. El hecho de presentar
una infeccidn por L. infantum no descarta la coinfecciéon por otros patdgenos al igual que la
deteccién de anticuerpos para los patégenos habituales en gato no descarta la coinfeccion por
L. infantum. En ambos casos hay que cribar la lista de enfermedades probables sin descartar
ninguna.

Una vez incluida la infeccion por L. infantum en el diagndstico diferencial, el
siguiente paso es la realizacidn de pruebas seroldgicas para identificar tanto la presencia
de anticuerpos anti-leishmania como su numero, ya que altas proporciones de
anticuerpos pueden orientar hacia mayores alteraciones derivadas de la respuesta
humoral del animal. Junto a las pruebas seroldgicas, la analitica es el otro pilar
fundamental en el diagndstico y valoracion del estado del paciente, debiendo incluir
hemograma completo (incluyendo frotis sanguineo), proteinograma y bioquimica
general. Estos son los cuatro pilares sobre los que se asienta el abordaje de la
Leishmaniosis.

En las pruebas que se realizan, podemos encontrar una serologia negativa o muy
baja, por debajo del punto de corte del laboratorio. Esto sucede si el animal ha estado
en contacto con el parasito, pero no ha avanzado la infeccidn, ya que los anticuerpos
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permanecen en sangre una media de tres meses y en el caso de que el gato haya
eliminado los parasitos, aun pueden quedar anticuerpos circulantes. También puede ser
el caso contrario, que acabe de ser picado por el vector y que su organismo esté
organizando la defensa. En tercer lugar, podemos encontrar infecciones subclinicas en
las que los amastigotes quedan aislados en piel, en las lesiones nodulares, chancros o
ulceras y no hayan provocado una respuesta generalizada. En estos casos, esta indicada
la realizacién de pruebas de identificacién parasitaria, ya sea por microscopia o por PCR
de raspados profundos o biopsias de las lesiones, ademdas de un PAAF del ganglio
regional correspondiente, ya que esta es una valiosa informacion que nos indica si la
infeccidn esta avanzando por via linfatica. La no presencia o deteccidon de los amastigotes
en ganglio no descarta que, pasado un tiempo, no ocurra la diseminacién, por lo que en
gatos que hayan dado bajos niveles de anticuerpos con confirmacion de presencia de L.
infantum en la piel, pero ganglio negativo, aparte del tratamiento adecuado, el sujeto
debera ser monitorizado periédicamente para evaluar si la infeccion ha sido contenida o
esta avanzando. En cualquiera de los tres casos, esta indicada la terapéutica adecuada 'y
una monitorizaciéon periddica.

En los casos en que la serologia sea claramente positiva pero los resultados
analiticos no sean llamativos, podemos encontrarnos con otro caso de infeccién
subclinica o en los podrénomos de una infeccidn activa, el animal debe ser tratado y
monitorizado de cerca con serologias y pruebas seriadas cada pocas semanas.

Por ultimo, una serologia negativa con analitica compatible, siempre nos creard
la duda de si estamos ante un caso subclinico o si se trata de otra enfermedad. Ante la
duda, ademas de ampliar el cuadro diferencial, siempre podemos repetir las pruebas dos
meses después, tiempo suficiente para que la infeccidn se active y avance.
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ABREVIATURAS

®

Marca comercial registrada

aa/aaaa | Afo

AEMT Agencia Estatal de Meteorologia

BID Cada 12 horas

CACV Consejo Andaluz de Colegios de Veterinarios

cc. Centimetros cubicos

CER/CES | Captura-Esterilizacién-Reintroduccién/ Captura-Esterilizacion-Suelta

CIMES Centro de Investigaciones Médico-Sanitarias

EDO Enfermedad de Declaracion Obligatoria

EDTA acido etilendiaminotetraacético

ELISA del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas

FEL Feline Leukemy, leucemia felina

FIG. Figura

FIV Feline InmunoDeficience, inmunodeficiencia felina

IC/LF Inmunocromatografia/Lateral Flow

ID Intradérmica

IFI InmunoFluosforescencia Indirecta

IM Intramuscular

ISCII Instituto de Salud Carlos llI

A Intravenoso

IVL Intravenoso lento

JIAA Junta de Andalucia

LYD Limpieza y desinfeccién

mg/kg Miligramos por kilogramo de peso vivo

ml/kg Mililitros por kilogramo de peso vivo

mm Mes

NaCl Cloruro Sddico

NET 10 | NaCl+EDTA+TRIS al 10%

OVH Ovariohisterectomia

PAAF Puncidn y aspiracion con Aguja Fina

PCR del inglés Polymerase Chain Reaction

PCR Amplificacion isotérmica mediada por bucle del inglés Loop-mediated

Lamp isothermal amplification

PO Via oral

Qlb Cada 6 horas

RG Ringer Lactato

SC Subcutaneo

SID Cada 24 horas

TID Cada 8 horas

TRIS tris(hidroximetil)aminometano

UMA Universidad de Malaga
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