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SUMMARY

Leishmania infantum is the main specie responsible for visceral and cutaneous
leishmaniasis in European countries of the Mediterranean Basin. The main vectors of L.
infantum are Phlebotomus ariasi and P. perniciosus while dogs are the natural reservoir
of this parasite. The disease is widely distributed in endemic foci where wild-life animal
may become reservoirs of the disease. We made bibliographic research in order to find
studies in which the infection of wild animals like rats, rabbits, red foxes, wolves,
domestic and wild cats, common genet and weasels, hares, among others, was detected.
The review indicates these animals may have a role as secondary reservoirs in certain
endemic foci and it also indicates that some infected animals may serve as accidental
hosts within the cycle. Even though there are more studies to determine the existence of
other reservoirs, we can conclude that little is known about the actual role of wild and
domestic animals in the eco-epidemiological life cycle in different endemic focus.

Our bibliographic research has been completed with experimental laboratory work in
order to bring own data about possible parasitized animals from different areas of
Catalonia. Leishmania DNA has been detected in liver, spleen and in some cases skin
(ear) using molecular biology techniques (real time PCR) in different wild animals
(Vulpes vulpes, Meles meles, Martes foina, Mustela vison, Felis silvestris, Felis catus
and Sciurus vulgaris) captured in different areas of Catalonia. The results has permitted
us to identify 7 positive cases within 52 studied animals (13.5%, 95% CI 5.59 to
25.79%). Positive samples belonged to liver and spleen of two M. foina, M. vison, F.
catus (carnivores) and three S. vulgaris (rodents), all of them with very low parasite
loads. Leishmania DNA could not be detected in any of the 8 skin samples studied; all
of them belonged to S. vulgaris. These results indicate that the studied animals may
have a role as wild reservoirs that should be studied further.




RESUMEN

Leishmania infantum es la principal especie responsable de la leishmaniosis visceral y
cutanea en los paises europeos de la cuenca mediterranea. L. infantum presenta como
vectores las especies Phlebotomus ariasi y P. perniciosus y como reservorio principal el
perro. La amplia distribucion geogréfica de la enfermedad en focos endémicos puede
facilitar que otras especies animales desempefien un papel mas 0 menos relevante como
reservorios de la enfermedad. Por ello, se realiza una revision bibliografica para conocer
estudios dirigidos a la deteccion de infeccidn en diversos animales silvestres como ratas,
conejos, zorros, lobos, gatos domésticos y salvajes, jinetas, comadrejas y liebres, entre
otros. La revision realizada indica que estos animales podrian tener un papel como
reservorios secundarios en ciertos focos endémicos. También, se indica que ciertos
animales infectados pueden actuar como hospedadores accidentales dentro del ciclo. Sin
embargo, a pesar de los estudios realizados para determinar la existencia de otros
reservorios de la enfermedad, se desprende de la revision que se conoce poco sobre el
papel real que, los animales silvestres y domésticos, ejercen dentro del ciclo eco-
epidemioldgico en los distintos focos endémicos y que son precisos nuevos esfuerzos en
este campo.

El trabajo de revisién bibliografica se completa con una parte experimental de
laboratorio para aportar datos propios de posibles animales parasitados de distintas
zonas de Catalufia. Para ello, se detecta la presencia de ADN de Leishmania en higado,
bazo y en algunos casos piel (oreja) mediante técnicas de biologia molecular (PCR a
tiempo real) en diferentes animales silvestres (Vulpes vulpes, Meles meles, Martes
foina, Mustela vison, Felis silvestris, Felis catus y Sciurus vulgaris) recolectados en
distintas zonas de Catalufia. Los resultados nos permiten identificar 7 animales positivos
de los 52 estudiados (13,5%, IC 95% 5,59-25,79%). Las muestras positivas fueron de
higado y bazo de 2 M. foina, 1 M. vison, 1 F. catus (carnivoros) y 3 de S. vulgaris
(roedores), todas ellas con cargas parasitarias muy bajas. En ninguna de las 8 muestras
de piel estudiadas, todas ellas de S. vulgaris, pudo detectarse ADN de Leishmania.
Estos resultados indican que estos animales podrian tener un papel como reservorios

selvaticos que debe ser estudiado con mas profundidad.




JUSTIFICACION

En este Trabajo de final de Grado un objetivo importante es la integracion de tres
ambitos tratados durante el Grado de Farmacia: Parasitologia, Salud Publica y Biologia
Molecular.

El ambito principal es la Parasitologia ya que se hace un estudio de los posibles
reservorios silvestres del protozoo parasito Leishmania infantum, alternativos al ya
conocido reservorio canino en la Cuenca del Mediterraneo. En un primer momento se
describe la especie responsable, morfologia, su ciclo biolégico y su distribucién
geografica, para posteriormente incidir en los datos sobre los animales detectados como

infectados y que pueden tener un papel mayor o menor como reservorios del parasito.

Este tema tiene una gran implicacion en el &mbito de la Salud Publica ya que es una
enfermedad que estd ampliamente distribuida por el mundo y hay millones de casos
registrados y nuevos que van apareciendo a lo largo de los afios. La especie L. infantum,
de distribucidon mediterranea, es el agente causal de la patologia cutanea y visceral en el
hombre y el reservorio canino en nuestros focos endémicos. La importancia de la
enfermedad en nuestra zona se refleja en un gran nimero de casos reconocidos por

médicos, fundamentalmente dermatdlogos, y veterinarios.

Por ultimo, los estudios realizados precisan abordar el ambito de la Bioquimica y
Biologia Molecular ya que mediante técnicas moleculares de estudio del ADN
basicamente por técnicas de PCR, junto con técnicas tipo ELISA, permiten conseguir
resultados diagnosticos mas fiables y precisos, y llegar a la tipacion del parasito a nivel
intraespecifico, para poder llegar a conclusiones validas del papel de reservorio de las

nuevas especies estudiadas.




1.- INTRODUCCION

1.1.- Generalidades

Se conoce como leishmaniosis a un conjunto de enfermedades producidas por diversas
especies del género Leishmania. Se considera que al menos 20 especies son
responsables de las distintas formas clinicas con que puede presentarse la enfermedad:
cutanea (localizada o difusa), mucocutanea y visceral (1).

El género Leishmania se clasifica taxonomicamente como (2):

- Phylum: Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963).
- Subphylum: Mastigophora (Diesing, 1866).

- Clase: Zoomastigophorea (Calkins, 1909).

- Orden: Kinetoplastida (Vickerman, 1976).

- Suborden: Trypanosomatina (Kent, 1880).

- Familia: Trypanosomatidae (Gobben, 1905).

- Geénero: Leishmania (Ross, 1903).

La enfermedad es transmitida por un vector de los géneros Phlebotomus en el Viejo
Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo. El parasito se transmite a los seres humanos
mediante la picadura de los fleb6tomos que previamente se han alimentado de un
hospedador vertebrado infectado. Diferentes mamiferos pueden actuar como

reservorios: roedores, canidos y primates entre otros (3).

1.2.- Leishmaniosis: Magnitud del problema

Informes de la Organizacion Mundial de la Salud indican que la leishmaniosis es
endémica en 88 paises del mundo, considerando 350 millones de personas con riesgo de
contraer dicha enfermedad. Segun las estimaciones, hay 14 millones de personas
infectadas y cada afio se registran aproximadamente 2 millones de nuevos casos (datos
fechados el dia 11 de mayo del afio 2006) (4).

Las epidemias de leishmaniosis han retrasado considerablemente la ejecucion de

numerosos programas de desarrollo, en particular en la cuenca del Amazonas, las
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regiones tropicales de los paises andinos, Marruecos y Arabia Saudi. La enfermedad se
ha convertido asi en un grave obstaculo para el desarrollo socioeconémico. Hasta hace
poco, el impacto en la salud publica de la leishmaniosis fue subestimado. Durante los
Gltimos afos, las regiones endémicas se han extendido y se ha producido un fuerte
incremento en el nimero de casos registrados de la enfermedad. Ademas, se considera
gue un namero importante de casos no se registran debido a que la notificacién de la
enfermedad sélo es obligatoria en 32 de los 88 paises afectados. Se estima que se
producen cada afio unos 2 millones de casos nuevos: 1,5 millones de leishmaniosis

cutanea y 500000 de leishmaniosis visceral (4) (Figura 1y Figura 2).

Distribucién mundial de la Leishmaniasis Visceral

Fuente: 0.M.S 2005

Figura 1: Distribucidn de la leishmaniosis visceral en el mundo. Las areas afectadas se muestran
marcadas en rojo (4)

Distribucion mundial de la Leishmaniasis cutanea
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Figura 2: Distribucion de la leishmaniosis cutanea en el mundo. Las areas afectadas se muestran
marcadas en rojo (4)

La leishmaniosis visceral (kala-azar) es la forma més severa donde los amastigotes se

encuentran dentro de macrofagos en diferentes organos del sistema mononuclear
fagocitico. Suele cursar con esplenomegalia y hepatomegalia. También puede haber
pérdida de peso, anemia y caquexia. La leucopenia es causada por la destruccion de las
células de defensa, a su vez que se reporta anemia a largo plazo. La incubacion dura
unos 2 meses, aunque puede prolongarse hasta los 2 afios. El cuadro se va agravando, y




si no es diagnosticado y tratado oportunamente, el 90% de los casos acaban en muerte.
En cambio, si es diagnosticado y tratado, la mortalidad disminuye.

La leishmaniosis cutanea suele ser benigna y a menudo autocurativa dependiendo de las

especies. Se generan lesiones ulceradas o nddulos de bordes indurados, de fondos
limpios e indoloros, debidas a la invasion que produce el parasito sobre los macréfagos
de la piel alrededor de la picadura, con un periodo de incubacion que va desde las dos
semanas hasta varios meses, las lesiones pueden ser Unicas o maltiples.

La leishmaniosis mucocutanea es otra manifestacion clinica que se caracteriza por la

presencia de lesiones mucosas consecuencia de la diseminacion linfatica o hematdgena.
Los sintomas son epistaxis, erittma y edema de la mucosa basal seguido de una
progresiva destruccion ulcerativa de la zona naso-orofaringea cuando la afectacion es a

nivel nasal (5).

1.3.- El parésito

El género Leishmania posee dos formas o estadios de desarrollo en su ciclo de vida. La
forma amastigota, Unica forma que se desarrolla y multiplica en el vertebrado, en el
interior de macréfagos (Figura 3). Muestra una estructura muy simple, ovalada de 3 a 5
um de diametro, posee membrana y un gran nucleo localizado en un extremo, aunque
en ocasiones se encuentra en la parte central. Se distingue muy bien en el microscopio el

nucleo y un corpusculo baciliforme, que corresponde al kinetonucleo.
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Figura 3: Formas amastigotas de Leishmania sp.(Fuente: Laboratory Identification of Parasites of
Public Health Concern. www.dpd.cdc.gov/dpdx/)

La segunda forma es la promastigota, que se localiza y desarrolla en el intestino del
flebotomo (huesped invertebrado) y cuando es cultivado in vitro (Figura 4). Tiene un
aspecto fusiforme de 7 a 15 um de longitud. El flagelo es perceptible en fresco, en
cambio cuando se realiza una tincidén se puede observar el nucleo, el kinetonucleo

prenuclear, ademas del flagelo (3, 5).
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Figura 4: Formas promastigotas de Leishmania sp.(Fuente: Laboratory Identification of Parasites of
Public Health Concern. www.dpd.cdc.gov/dpdx/)

1.4.- Ciclo biolégico

Las formas amastigotas ingeridas por las hembras de flebétomos, se multiplican en la
fase inicial de su llegada al tubo digestivo. Pasaran a la forma promastigota,
multiplicAndose en la luz del estdmago e intestino del invertebrado, dando origen a unas
nuevas formas promastigotas (promastigotas metaciclicas) que son las que llegan al
hospedador vertebrado mediante la picadura del vector. Son rapidamente fagocitadas
por células del sistema mononuclear fagocitico. EI fagosoma formado se fusiona con los
lisosomas del macrofago originando la vacuola parasitéfora o fagolisosémica, donde el
parasito se diferencia a forma amastigota y se multiplicara por divisiones binarias, hasta
que son liberados. Seran captados nuevamente por macrofagos donde continuaran su
evolucion. Finalmente, la sangre con las formas amastigotas seran transferidas al vector

cuando se alimenta del hospedador infectado (3) (Figura 5).
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Figura 5: Ciclo bioldgico de Leishmania sp (Fuente: Laboratory Identification of Parasites of Public
Health Concern. www.dpd.cdc.gov/dpdx/)
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1.5.- Especies y distribucion mundial de la leishmaniosis

La identificacion de las especies de Leishmania ha estado clasicamente basada en el
cuadro clinico provocado, su distribucion geografica, desarrollo en el vector y en el
comportamiento en el laboratorio al ser cultivado el material biolégico o inoculado a
animales de experimentacion. En la actualidad, se utilizan otros criterios bioldgicos,
inmunologicos, bioquimicos y moleculares. En la Tabla 1 se indican las principales
especies de Leishmania capaces de causar patologia en el hombre indicando la clinica
que causan, su ciclo zoonotico o antropondtico y su distribucion geografica (6).

La leishmaniosis visceral es causado en su mayoria por L. donovani, L. infantum/L.
chagasi. Las principales especies responsables de la leishmaniosis cutanea son L.
tropica, L. major y L .aethiopica en el Viejo Mundo y L. infantum en los paises
mediterraneos. Por ultimo, la leishmaniosis mucocutanea, estd principalmente asociada
al subgénero Viannia, que es propia de América del Sur y Central, causada

fundamentalmente L. braziliensis y L. peruviana.

Main Transmission Main geographical distribution
climical oycle
pathelogy
Maws Wodd Leishmania spp
L {Viannia) braxiliensis L1, Tomrekic Soukh A meica, parks of Central
il America, Mecico
L {Viznnia) panamensis L Zraorvokic Mathern SouthAmerica and
el southern Central America
L {Viznnia} peysiana LL Zomiezkic Pz
L {¥iannia) gupanensis L1 Zowwrwtic Soukh A meica
L {Viannia) | ainseni L1 Zowwrwtic Soukh A meica
L {Viannia) colombisnsis LiL Zooetic Methern ScuthAmerica
L {Leishmania) @m ozon ensis L, DL oot Soukh A meica
L {Leishmania) mexicana L DL oot Central & medca, Mecion, USS
L {Leishmania) pifon i L Zowortic Soukh A medica
L {Leishmania) wenezuelensis L Zoortic Moithern ScuthAmerica
L {Leishmania) gamhami L Zoortic South A meica
OldWorld Leishmania spp
L .::_ei;h-nunwgdhigpim L1, DL Looreotic El:hiopi:\. Kereya
L (L eishmania) killicki L1 Zowwrwtic Math A frica
L {Leishmania) mjor L1 Zoonetic Central &sia, nodthAfrica,
riickdle zast, Exst & frica
L {Leishmania) frapica L Arthroponotic CentralAsia, midde cast, partsof
rorkh Africa, soukkes st s sin
L (L eishmania) denawani Viseznl LCL Arthroponctic Afric, certral Asia, southesestfsia
0ld and Mew Warld Leishmanio spp
L {Leishmania) infartum Visczrl, LCL Zoonotic Europe, rorthAfrica,
Central & medca, South America
LCL=lecaliszd cotanesus lzishmaniazis. DC L diffuse crtanecos ldshmaniasis. * Subgenus isgiven in parentheszs.
SoutheastAsia indudes the Indian subcentinent and China
Table 1: Species® of Leishmania that cause human disease

Tabla 1. Principales especies de Leishmania causante de enfermedad en el hombre. (6)
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1.6.- Leishmaniosis en la Cuenca del Mediterraneo

L. infantum es la principal especie responsable de la leishmaniosis visceral y cutinea en
los paises europeos de la cuenca mediterranea. Esta especie estd ampliamente
distribuida por esta zona, habiendo casos en paises como Albania, Argelia, Bosnia,
Bulgaria, Croacia, Chipre, Egipto, Eslovenia, Espafa, Francia, Grecia, Israel, Italia,
Libano, Libia, Malta, Marruecos, Montenegro, Portugal, Rumania, Siria, TUnez y
Turquia (7).

L. infantum presenta como vectores las especies Phlebotomus ariasi y P. perniciosus y
como reservorio principal el perro. Se ha detectado infeccién en diversos animales
como ratas (8-14), conejos (15), caballos (16-17), etc. Viendo su amplia distribucion, no
debe descartarse la posibilidad que otras especies animales puedan desempefiar este

papel en la enfermedad.

1.7.- Diagnostico de la leishmaniosis

El diagnostico de la leishmaniosis puede ser confundido con otras patologias con signos
y sintomas clinicos similares, como la malaria, el tifus o la tuberculosis, enfermedades
gue pueden compartir sintomatologia (18-19). Pese a esto, se realizd un estudio
revisando la leishmaniosis y detall6 con mayor profundidad las patologias que podrian
ser confundidas con las formas cutaneas o viscerales de la enfermedad (20). La
sospecha clinica debe ser confirmada mediante métodos de diagndstico de laboratorio.
Estos métodos pueden basarse mediante técnicas directas: observacion y/o aislamiento
del parasito, técnicas inmunoldgicas para determinar la presencia de anticuerpos
especificos: la intradermorreaccion de Montenegro o prueba de la leishmanina, que es
una prueba de hipersensibilidad celular tardia hacia antigenos del parésito. De las
pruebas  serolégicas, tenemos la  inmunofluorescencia, ELISA, IFI,
inmunoelectrotransferencia o Western Blot e inmunohistopatologia. Por Gltimo, dentro
de las pruebas moleculares esta la deteccion del ADN del parasito en tejidos mediante
PCR (PCR, Nested-PCR y PCR a tiempo real) (5, 21-22).
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2.- OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

1. Hacer una revision bibliografica de los datos publicados referentes a animales
considerados reservorios de L. infantum.

2. Integrar en un trabajo conocimientos correspondientes a tres ambitos distintos de
la Facultad de Farmacia cursados en los 5 afios de carrera. En este caso,
Parasitologia como ambito principal y Salud Publica y Biologia Molecular como
secundarios.

3. Aportar nuevos datos sobre posibles animales parasitados por Leishmania de
distintas zonas de Catalufa.

4. Detectar la presencia de ADN de Leishmania mediante técnicas de biologia
molecular en diferentes animales silvestres procedentes de diferentes localidades
de Catalufia

- Determinar la presencia de ADN de Leishmania en higado, bazo y en
algunos casos piel (oreja) mediante técnicas de biologia molecular: PCR
a tiempo real.

5. Valorar a partir de los resultados obtenidos el posible papel que, los animales
estudiados, puedan jugar como reservorios y en el mantenimiento de los ciclos
epidemioldgicos de Leishmania.

6. Interpretar los resultados de la busqueda bibliografica, y tambien de los

resultados propios obtenidos durante el proceso practico.

3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Parte tedrica

La metodologia se basé en realizar una busqueda bibliografica de informacion
relacionada con la tematica propuesta en los objetivos en bases de datos, entre otras
busquedas alternativas que surgiesen mientras se llevara a cabo.
Principalmente la busqueda se ha efectuado mediante articulos cientificos en las bases
de datos:
- Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed): Plataforma a partir de la cual
se tiene acceso a la bases de datos Medline, Cochrane (revisiones sistematicas) y

acceso a revistas a texto completo.

13
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- Biblioteca Nacional de Medicina (http://www.nIm.nih.gov/).

- Institutos Nacionales de la Salud (http://www.nih.gov/).

- Grupo editorial Science Direct (http://www.sciencedirect.com/).
Ademas, en soporte de papel se han consultado los siguientes libros, disponibles en la
Biblioteca de la Facultad de Farmacia:

- Manual de Parasitologia (Dr. Géllego Berenguer). Ed. 2003.

- Microbiologia y Parasitologia (Romero Cabello, Raul). Ed. 2007.

- Enfermedades infecciosas. Principios y practica (Mandell, Bennet, Dolin). Ed.

2002.

- Parasitologia veterinaria (Cordero del Campillo M. et al.). Ed. 1999.

Para todo ello, se han buscado los articulos mas actuales y novedosos posibles.

3.2.- Parte préctica

3.2.1.- Material

La parte experimental y practica se ha analizado muestras de animales silvestres
procedentes de diferentes zonas de Catalufia: 11 Vulpes vulpes, 15 Meles meles, 4
Martes foina, 1 Mustela vison, 1 Felis silvestris, 1 Felis catus y 19 Sciurus vulgaris
(Tabla 2). De cada animal se ha obtenido muestras de bazo e higado y en algunos casos
piel, que habian sido criopreservadas para su conservacion. Las muestras estudiadas
forman parte de un estudio mas amplio sobre helmintofauna y han sido cedidas por el
Dr. Alexis Ribas del Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la
Universitat de Barcelona. De estas muestras se ha llevado a cabo la extraccion de ADN

y posterior PCR especifica para detectar la presencia de ADN deLeishmania spp.

CcODIGO ESPECIE LOCALIDAD MUESTRA
(Higado/Bazo/Piel)
97070501 Vulpes vulpes Breda (carretera Girona Km H/B
3,150)

2006101601 Vulpes vulpes Bigues i Riells H/B
2005092201 Vulpes vulpes Dosrius H/B
2002120601 Vulpes vulpes Llinars del Valles H/B
2007101101 Vulpes vulpes Les Franqueses del Valles H/B
2003012801 Vulpes vulpes Les Franqueses del Valles H/B
990126 Vulpes vulpes Santa Eulalia de Rongana H/B
98061101 Vulpes vulpes Fogars de Montclus H/B
2005011804 Vulpes vulpes P.N. Montnegre Corredor H/B

2009082101 Vulpes vulpes Vallgorguina H/B

14
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CODIGO

2010062401
2003072901
2007082301
2009040605

97030301
2009020301

2007011101
2000011901
99061701

2004020901
2005011801

2001071401
2005012501

2006012801
2006011301
2006050201

94110601
2003000001
2010051801
2005091601
2010091001

2001101901
2005022001
2001000001
2000110501
2005060301
2004082901
2004062001
2005070701

2010072401
2003080001

2004061101

9512501
95011601

99031701

C08032901
CS/2002/50 359
505
370
CS/2002/369
CS/2002/42 358
C090102901

ESPECIE

Vulpes vulpes
Meles meles
Meles meles
Meles meles

Meles meles
Meles meles

Meles meles
Meles meles
Meles meles

Meles meles
Meles meles

Meles meles
Meles meles

Meles meles
Meles meles
Meles meles

Martes foina
Martes foina
Martes foina
Martes foina
Mustela vison

Felis silvestris
Felis catus
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris

Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris

Sciurus vulgaris

Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris

Sciurus vulgaris

Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris
Sciurus vulgaris

LOCALIDAD

L'Ametlla del Vallés
Cardedeu
El Brull (km 32,1)
Canoves y Samalus
(carretera La Garriga)
Montseny

Vilademuls, Pla de I'Estany,

Girona
Santa Pau (Les Bassedes),
Girona
Vallgorguina (carretera de
Girona)
Montseny de Munt (km
20,950)
Sant Celoni
Parc Natural Montnegre i
corredor
Vallgorguina (Valles
Oriental), Can Pradell
Llinars del Valles, carr.
Llinars-Sant Celoni.
Llica d’Amunt
Sant Antoni de Vilamajor
Carretera BV501 km 12,
Montseny
Campins
Sant Celoni
Tagamanent
Granollers
Macanet de la Selva, Can
Juria
Pyreneés Orientales
Canoves (PN Montseny)
La Costa del Montseny
L'Arguilaga (Tarragona)
Parque Natural Montseny
Canoves/Samalus km 40
Parc Natural Montseny
Castellar-Sant Lloreng
Savall km 15,900
Collbat6

Fogars de Montclus (el Vilar

de Fontmartina)

Fogars de Montclds (el Vilar

de Fontmartina)

Mosqueroles (PN Montseny)

Canoves (urbanitzacié Les
Pungoles)
Les Franqueses (Llerona,
Can Gorchs)
Parc Natural de Collserola
Parc Natural de Collserola
Parc Natural de Collserola
Parc Natural de Collserola
Parc Natural de Collserola

Parc Natural de Collserola
Parc Natural de Collserola
Tabla 2. Relacion de animales estudiados, codigo asignado, especies, localizacion geogréfica del punto

MUESTRA
(Higado/Bazo/Piel)
H/B
H/B
H/B
H/B

H/B
H/B

H/B
H/B
H/B

H/B
H/B

H/B
H/B

H/B
H/B
H/B

H/B
H/B
H/B
H/B
H/B

H/B
H/B
H/B
H/B
H/B
H/B
H/B
H/B

H/B
H/B

H/B

H/B
H/B

P/ H/B

P/H/B
P/ H/B
P/ H/B
P/ H/B
P/H/B
P/ H/B
P/ H/B

de captura del animal y muestras estudiadas de cada animal (piel (P), higado (H) y bazo (B).
(Elaboracion propia)
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3.2.2.- Métodos
3.2.2.1.- Extraccion de ADN

Se preparan las muestras biologicas (piel, higado y/o bazo) triturando entre 25-50 mg de
tejido que se deposita en tubos eppendorfs previamente identificados. La extraccion de
ADN se realiza con el kit comercial High Pure PCR Template (RocheMolecular
Biochemicals). Se basa en la lisis del parasito, concentracion de los &cidos nucleicos y
la proteccion contra la degradacion enzimatica, asi como de la eliminacion de
inhibidores de las reacciones posteriores. Para ello se afiade 200 pl de PBS a la muestra
previamente triturada, 200 pl de Binding Buffer y 40 ul de Proteinasa K y se deja en
agitacion (800 rpm) a 56°C “overnight”. El protocolo de extraccion a seguir se muestra

en el esquema siguiente:

Muestra tratada

|

+ 100 pul isopropanol
Centrifugacion 1 minuto ——» descartar tubo inferior y colocar otro
a 8000 rpm

«— + 500 pl Inhibitor Removal Buffer

Centrifugar 1 minuto —» descartar tubo inferior y colocar otro
8000 rpm
+ 500 pl Tampén de lavado
«—
Centrifugar 1 minuto —» descartar tubo inferior y colocar otro
8000 rpm

«— + 500 pl Tampon de lavado

Centrifugar 1 minuto — » descartar tubo inferior y colocar otro
8000 rpm

|

Centrifugar 10 segundos
13000 rpm > descartar tubo inferior y colocar otro
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+ 200 pl Tampén de elucién (70°C

Centrifugar 1 minuto — ¥ descartar filtro
8000 rpm \

Los tubos eppendorfs con el ADN se congelaran para las posteriores pruebas de PCR.

ADN tubosen eppendorfs

3.2.2.2.- PCR a tiempo real (Leim-PCR)

Es una técnica de biologia molecular que permite amplificar especificamente secuencias
de ADN de Leishmania spp del kinetoplasto y asi poder detectar la presencia del
parasito. La PCR actla en ciclos, duplicandose en cada uno la totalidad del ADN. En el
caso de la PCR a tiempo real, la amplificacion y deteccion son simultaneas. Se trabaja
con una sonda de hibridacion TagMan. La emision de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de ADN amplificado (23).

Los cebadores utilizados son: Leim1, Leim2 con una sonda interna Leim3 que estd

marcada con el fluorocromo FAM.

CEBADORES Y SONDA
Leiml 5 -CTTTTCTGG TCCTCC GGG TAGG-3’
Leim2 5'—-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3
Leim3 5" -FAM-TTT TCG CAG AAC GCC CCT ACC CGC-TAMRA -3’

La Master mix utilizada ha sido de la casa Bio-Rad que emplea una iTaq polimerasa que
se acompafia de un anticuerpo que impide la actividad polimerasa antes de la
desnaturalizacion de las cadenas por la elevada temperatura, lo que hard que el
anticuerpo se desnaturalice irreversiblemente y asi permite una plena actividad
polimerasa. Se ha seguido la pauta de la Figura 6 para preparar la reaccion. Cada
muestra se amplificé por duplicado, sembrando 5ul de ADN en un volumen final de
reaccion de 20ul en placas de 96 pocillos (Figura 7). Las muestras se amplificaron en un
termociclador ABI Prism 7700 (Applied Biosystens), siendo las condiciones las
siguientes: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a
95°C y 1 minuto 55°C.

En cada reaccion de amplificacion se utilizaron controles con concentraciones de ADN
de L. infantum (Figura 7) (MHOM/ES/2004/BCN-61) conocidas (10° promastigotes/ml

- 0,01 promastigotes/ml) para dibujar una curva patron e interpolar en ella los valores de
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los Ct de cada muestra problema y asi poder calcular la concentracion de ADN de cada

muestra problema. Ademas se incluyeron controles negativos de reaccion (agua).
PCR-real time: Leiml-Leim2

NUmero:

Fecha:

NUmero de

muestras: 49

Total: 98

MIX total: 1960

[

MIX Mix 1X Mix 09X final Lote
Master mix
BIO-RAD (2X) 10 pul 980 ul 1X
Leiml-FW (10 0,75
UM) 1,5 pl 147 pl UM
Leim2-RV (10 0,75
UM) 1,5 pl 147 pl UM
Leim3-Probe (5 0,25
M) 1 ul 98 ul uM
Rnase P (20X) pl 0 pl 0,3X
Agua 1 ul 98 ul
ADN 5 ul 490 pl

20 ul 1960 ul
Figura 6: Ejemplo de la plantilla utilizada para calcular las condiciones de la Leim-PCR segun el
nimero de muestras estudiadas. Se indican las concentraciones necesarias de cada uno de los reactivos,
cebadores y sonda especifica.

PCR-real time: LeiM1-LeiM2.

Niumero:
Fecha:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
105pr
A F1 F5 F9 F13 F17 om/m
1
F21
B M1 M5 M9 M13 M17 om/m
1
103pr
c F2 F6 F10 Fl4 F18 om/m
1
M21 o
D M2 M6 M10 M14 M18 om/m
1
E F3 F7 F11 F15 F19 10pro
m/ml
F M3 M7 M11 M15 M19 lprom
/ml
G F4 F8 F12 F16 F20 0.1pro
m/ml
C- [0.01p
H M4 M8 M12 M16 M20 rom/
ml

Figura 7: Ejemplo de plantilla de la distribucion de las muestras por duplicado en la placa y de los
controles positivos para la amplificacion por leim-PCR en el termociclador ABI Prism 7700.
(Elaboracion propia)
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Los resultados obtenidos se analizaron a través del programa informatico Sequence
Detection System 1.1 (Applied Biosystens). La lectura se basa en la determinacion del
ciclo Ct (Cycle Thershold) en el que la fluorescencia emitida por la reaccion cruza el

limite de florescencia de fondo. Se considera positivo todo Ct menor de 45.

4.- RESULTADOS DE LA PARTE TEORICA

L. infantum se distribuye por toda la cuenca mediterrdnea, Oriente Medio, Asia Central,
China y Ameérica Central y del Sur (24). Sin embargo, las alteraciones climaticas
resultado del calentamiento global y la actividad humana estdn cambiando la
distribucion y estacionalidad de las especies de vectores implicados en la transmision y
L. infantum ahora se esta detectando en otras zonas como América del Norte y el norte
de Europa (17, 25-28). A pesar de que el principal reservorio de L. infantum es el perro
(Canis familiaris), los estudios han detectado la presencia del parésito en otros
mamiferos domésticos y salvajes que pueden intervenir en el ciclo bio-epidemioldgico
de L. infantum. EI conocimiento de su implicacion en el ciclo puede ser importante para
evaluar la distribucion de la enfermedad y la posible asociacion entre la infeccion en
perros, animales silvestres y personas.

Entre los animales en los que se ha detectado la infeccion destacan los canidos salvajes
como chacales (Canis aureus) (29), zorros rojos (Vulpes vulpes) (11, 15, 29-32), el lobo
(Canis lupus) (29, 33-34), gatos domesticos y salvajes (35-37), jinetas comunes
(Genetta genetta) y comadrejas (Mustela nivalis) (16, 37), conejos salvajes (15), liebres
(Lepus granatensis) (38-39), caballos (16-17, 40-41) y también roedores como
Apodemus sylvaticus, Mus spetrus, Mus musculus, Rattus rattus y Rattus norvegicus (8-

14) entre otros.

4.1.- Vulpes vulpes

A la especie V. vulpes se le ha observado un acercamiento a las zonas rurales lo que
puede inducir el contacto con el hombre y animales domésticos. Se ha visto esta
situacion en la zona de Guadalajara (Espafia) probablemente causada por los periodos
de sequia que se produjeron en la época (32). Por ello, la sospecha de la implicacion de

estos animales como reservorio salvaje es estudiada desde hace afios.
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Asi en 1984 se detecta Leishmania en 3 de 43 zorros examinados en la region de la
peninsula de Arrabida (Setdbal) en Portugal (31). La prueba de anticuerpos de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) fue positiva con titulos mayores o iguales a 1/128
en los tres casos infectados. El perfil electroforético obtenido a partir de estos cultivos
positivos mostrd unas cepas identicas a las demas aisladas en Portugal en casos de
hospedadores humanos, perro y zorro, asi como con las cepas en el Mediterraneo en
otros lugares. Los autores calculan una tasa de prevalencia de 5,63% ya que en estudios
previos habian identificado un caso, por lo que consideran un total de 4 casos en 71
animales examinados. Consideran que la tasa de prevalencia del 5,63% es
probablemente suficiente para mantener una situacion endémica y que la presencia de
un ciclo silvestre semi-autbnomo en la zona parece probable.

También hay casos en el Priorat (Catalufia) donde se detectd una positividad de 12
sobre 67 V. vulpes estudiados serologicamente (11). Los resultados mediante dot-
ELISA de los 67 zorros analizados, de diferentes zonas de la region, demostraron la
existencia de 1 individuo (1,5%, 0-5%) con un titulo seroldgico alto, que alcanzé el
punto de corte establecido para los perros, y 11 zorros (16%, 7-25%), con bajos niveles
de anticuerpos que indicaban contacto con el parasito.

Teniendo en cuenta el acercamiento de zorros a zonas habitadas en la zona de
Guadalajara (Espafia) se estudiaron un total de 67 zorros procedentes de tres zonas
geograficas (Valle de Sorbe, Valle de Jarama y Valle de Henares) (32). Por métodos
moleculares de PCR que amplifican L. infantum encontraron resultados positivos en un
74,6% de las muestras de bazo estudiadas (50 muestras procedentes de 50 zorros
amplificadas por PCR, detectadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 5% y

observadas bajo luz ultravioleta) (Tabla 3).

Species No. of positive/total Pos./Prev.
prevalence?
Sorbe valley Jarama valley Henares valley
Animals examined 67" 21 13 30
Protozoa
Leishmania infanfum 30/74.6 16/76.1 9/69.2 23776.6

Tabla 3: Resultados de 67 V. vulpes procedentes de tres zonas geograficas de Guadalajara analizados
por PCR de L. infantum y prevalencia detectada (32).

En un estudio sero-epidemiologico realizado en diversos focos endémicos de Catalufia
(16), se investiga la presencia de anticuerpos anti-Leishmania mediante dot-ELISA (42)
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en sangre de 112 zorros, de los cuales tres de ellos resultan seropositivos (titulos altos >
1/800) y se detectan bajas tasas de anticuerpos en un numero importante de zorros (36
animales con titulos 1/100-1/400). En 27 animales se estudia la presencia de
amastigotes de Leishmania mediante examen microscopico de médula 6sea o bazo, sin

ningun resultado positivo.

4.2.- Canis lupus y C. aureus

En los estudios realizados en lobos en cautividad en las zonas espafiolas de Barcelona,
Madrid, Jerez, Vergel, Bizkaia, Santillana, Cabarceno, Guadalajara, Portugal (Lisboa) y
Francia (Montpellier) dieron los resultados que se indican en la Tabla 4 (34).

En las muestras de sangre de los 33 lobos se puede observar un alto porcentaje de
negativos. Sin embargo, 3 muestras (9%) dan positivo en PCR a tiempo real con una
carga parasitaria baja. Mediante serologia tan solo dos casos presentan titulos proximos
al umbral de positividad (6%), siendo uno de ellos una PCR a tiempo real positiva. Las
3 muestras positivas corresponden a zonas de Portugal, norte y centro de Espafia,
aunque cabe destacar que no se supo donde se produjo la infeccion ya que habian sido

intercambiadas por varias instituciones antes de descubrir el positivo.

Sampling Wolt Leishmania qPCR ELISA

Number Localization Year Age* Sex Parasites/mL Level EU Level
L1 Lishoa (previously Lleida-Spain) 2006 14 Female 3.3E—02 Low 3 Negative
L2 Lisboa 2006 7 Male 0 Negative 1 Negative
L3 Montpellier 2006 4 Female 0 Negative 4 Negative
L4 Montpellier 2006 4 Male 0 4 Negative
L5 Montpellier 2006 3 Male 0 1 Negative
L6 Montpellier 2006 3 Female 0 3 Negative
L7 Montpellier (previously Caceres-Spain) 2006 3 Female 0 Negative 9 Borderline
L8 Madrid 2000 8 Female LYE—-01 Low 4 Negative
L9 Lisboa 2000 8 Male 0 Negative 8 Negative
Lio lerez 2000 6 Male 0 Negative 1 Negative
L1l Vergel 2000 4 Male 0 Negative 6 Negative
LI2 Vergel 2000 4 Male 0 Negative 3 Negative
LI13 Vergel 2000 4 Male 0 ' ve 4 Negative
L14 Madrid 2000 2 Female 0 ve 0 Negative
LI15 Barcelona 2000 1 Female 0 Negative 1 Negative
L16 Bizkaia 2000 1 Female 0 Negative 4 Negative
L17 Bizkaia 2000 1 Female 0 Negative 5 Negative
L8 Santillana 2000 7 Male 0 Negative 4 Negative
L19 Santillana 2000 7 Female 0 Negative 2 Negative
L20 Barcelona (previously Jerez) 2000 4 Female L4E—01 Low 10 Borderline
L21 Cabérceno 2006 1 Male 0 Negative 3 Negative
L2 Guadalajara 2006 2 Female 0 Negative 1 Negative
L23 Barcelona 2000 4 Female 0 Negative 7 Negative
L24 Cabidrceno 2006 1 Female 0 Negative 5 Negative
L2s® Madrid 2006 5 Female 0 Negative 8 Negative
L26" Madrid 2006 5 Male 0 Negative 1 Negative
L27 Madrid 2000 7 Male 0 Negative 1 Negative
L28 Madrid 2000 2 Male 0 Negative 4 Negative
L29 Bizkaia 2000 6 Female 0 Negative 1 Negative
L30° Santillana 2000 3 Female 0 Negative 4 Negative
L31® Santillana 2000 3 Male 0 Negative 0 Negative
L32" Madrid 2006 5 Female 0 Negative 2 Negative
L33 Cabarceno 2006 3 Female 0 Negative 0 Negative

Tabla 4: Datos sobre estudios realizados en 33 lobos en cautividad de distintas zonas de Espafia,
Portugal y Francia. Deteccidn y cuantificacion de ADN de Leishmania mediante PCR a tiempo real y
resultados serolégicos obtenidos (34).
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En un estudio epidemioldgico para examinar la sero-prevalencia de la leishmaniosis
entre los canidos domésticos y salvajes en los focos endémicos de Iran (33) se estudian
30 sueros de animales salvajes: chacales (C. aureus, n = 10), zorro (V. vulpes, n = 10) y
lobos (C. lupus, n = 10). Los anticuerpos anti-Leishmania son detectados por la prueba
de aglutinacion directa (DAT) y ELISA en 1 chacal, 1 zorro y 1 lobo y la infeccién
confirmada por examen directo y cultivo, confirmandose la especie causal como L.
infantum mediante RAPD-PCR.

4.3.- Martes spp, Genetta spp y Mustela spp

Respecto a estas especies, se realiza un estudio de la prevalencia entre 169 animales
procedentes de las Islas Baleares, 48 de ellos son perros de una perrera local, 86 gatos
salvajes capturados en la naturaleza, 23 M. martes, 10 G. genetta y 2 M. nivalis (37).
Las muestras se corresponden a suero, sangre y/o muestras de bazo y los analisis se
efectan mediante Western Blot y PCR a tiempo real. La evidencia de contacto por L.
infantum se detecta en el 56% de los perros, el 26% de los gatos, 39% de M. martes y
10% G. genetta, por el contrario no se detecta en las comadrejas (Tabla 5). Este estudio
tiene en cuenta la época de recoleccion de los animales y asi los gatos fueron
encontrados en las tres temporadas estudiadas: 28% (5/18) en el invierno, el 31%
(10/32) en el verano y el 17% (4/23) en el otofio. Aun asi, las diferencias no son
significativas (Fisher P> 0,05). M. martes infectadas también se encontraron en todas
las estaciones, con una prevalencia del 55% (5/9) en la temporada de verano (de abril a
septiembre) y del 27% (3/11) entre octubre y marzo. Estas diferencias tampoco son

estadisticamente significativas (Fisher P=0,36).

n Seropositive (Western Blot) Infected (PCR) Evidence of contact®
Kennel dog 43 37.5% (24.8—=52.1) 43.8% (30.0—58.4) 56.3% (41.6—70.0)
Feral cat 86 15.7% (8.9—25.2)° 26.0% (17.0—37.6) 256% (17.3—36.0)
Pine marten 23 n.p. 39.1% (21.2—61.1) 39.1% (21.2—61.1)
Commeon genet 10 n.p. 10.0% (0.5—44.6) 10.0% (0.5—44.8)
Weasel 2 n.p. 0% 0%

®Positive either for WB or PCR.
bh=83:n=73
n.p., not performed

Tabla 5: Resultados seroldgicos mediante Western Blot y de deteccion de ADN de Leishmania mediante
PCR a tiempo real de distintas especies de animales procedentes de las Islas Baleares. (37)

Por otro lado, en un estudio ya mencionado (16) realizado en distintos comarcas de
Catalufia se estudian 15 martas, 12 tejones, 10 jinetas, 6 hurones y 1 gato salvaje.

Mediante dot-ELISA y ELISA sobre muestras de sangre recogidas en papel de filtro se
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detectan bajas tasas de anticuerpos en 1/15 martas, 3/12 tejones y 2/10 jinetas. Al no
disponer de muestras de médula o bazo de dichos animales no pudo confirmarse
parasitolégicamente la infeccion por Leishmania. En el mismo trabajo de revision se
presentan los datos sobre el estudio serolégico de 236 ovejas y 122 cabras en los que

también pudieron detectarse bajas tasas de anticuerpos (28/236 ovejas, 23/122 cabras).

4.4.- Lepus granatensis

En el dltimo trimestre de 2010 se detecta un aumento en el nimero de casos de
leishmaniosis notificados con respecto a afos anteriores en la zona suroeste de la
Comunidad de Madrid (43) que se ha relacionado con la presencia de liebres infectadas
por L. infantum. A raiz de este brote, en 2012 se realiza un estudio en el cual se emplean
muestras de sangre de la oreja de la liebres (L. granatensis) expuestas a P. perniciosus
(38). Con los resultados se demuestra que cuatro de cada siete liebres (57,14%) fueron
capaces de infectar una media de 4,7% P. perniciosus (0-10,6%). Los resultados de

xenodiagnastico se muestran en la Tabla 6.

Date of xenodiagnosis Hare code No. fed sand flies No. of fed sand flies dissected Total no. of positive sand flies (%)

01/12/11 Lis 85 63 5(7.9%)
01/12/11 L19 55 25 0
11/01/12 134 75 a7 5(10.6%)
11/01/12 135 58 38 2(5.3%)
11/01/12 L8 82 45 0
11/01/12 139 63 42 0
11/01/12 L40 20 33 3(9.1%

Tabla 6: Resultados de xenodiagndsticos de siete liebres positivas después de la exposicién a 100 P.
perniciosus (38)

En un segundo estudio para una mejor comprension de este foco de leishmaniosis, se
realiza una deteccion de ADN de Leishmania en fleb6tomos mediante técnicas de PCR
(39). La identificacion taxondémica de flebétomos capturados (n = 174) como P.
perniciosus (n = 171) y Sergentomyia minuta (n = 3), junto con el andlisis de la
alimentacion de sangre en diez moscas de la arena que muestra una alta preferencia por
las liebres (n = 6), seguidos por los seres humanos (n = 3), y los gatos (n = 1) confirman
una fuerte asociacion entre P. perniciosus, liebres y seres humanos en el foco. Por otra
parte, 79 de 135 (58,5%) P. perniciosus fueron positivos a L. infantum por PCR. Estos
datos apoyan el aumento de casos de leishmaniosis humana en la zona y la existencia de

una alternativa al ciclo biolégico ya conocido.
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4.5.- Gatos domesticos y salvajes

Se ha demostrado que estos animales que cohabitan con los seres humanos pueden ser
infectados, aunque so6lo unos pocos casos desarrollan la enfermedad (44).

Primeramente, se estudia la seroepidemioldgico, en el Priorat catalan, sobre 117 gatos y
un gato silvestre el hallazgo de 2 animales con serologias bajas, con titulos entre 10-24
U detectados por ELISA (16).

Por otro lado, se describe un caso de leishmaniosis en gatos domeésticos (Felis catus
domesticus) en Italia en un estudio sobre la prevalencia de la leishmaniosis felina
asintomatica realizado en el area en la que se identifico un gato infectado. Este, reveld
una baja seroprevalencia de infeccion, tan sélo 1 (0,9%) de los 110 gatos examinados
por prueba de IFI fue positivo (45).

En otra revision sobre 445 gatos del noreste de la Peninsula Ibérica y de las Islas
Baleares se detecta una seroprevalencia por ELISA de 6,29%. Los autores indican su
posible papel como reservorio secundario peridoméstico, y no tan solo como
hospedador accidental (36).

Otros autores indican que se han reportado en la literatura cientifica mas de 40 casos
(35). En su trabajo estudian 183 gatos del sur de Espafia por IFAT, PCR, examen
directo y/ cultivo. La seropositividad es del 60,0% al considerar titulos de anticuerpos
de 1/10 y de 28,3% con titulos > 1/40. El 25,7% de los gatos estudiados presentan
parasitemia detectada mediante PCR que en algunos casos persiste en el tiempo. En
algunos gatos se observa amastigotes de Leishmania por tincion de Giemsa.
Combinando los datos, el 70,6% de la poblacion felina estudiada podria considerarse
como infectada.

En la zona de Madrid se realiza un estudio de prevalencia de leishmaniosis en gatos
(46). En este caso, se recolectan 233 gatos y se les realiza pruebas de IFI y PCR. Los
resultados demuestran una seroprevalencia de 1,29% (3/233) mediante IFI. Otros 7
gatos también son seroreactivos a L. infantum. Teniendo en cuenta todas las muestras
seroreactivas, el porcentaje de animales positivos es del 4,29%. Sélo uno de los gatos
(0,43%) incluidos en el estudio es PCR-positivo.

Por altimo, en el estudio ya mencionado anteriormente (37) de las Islas Baleares (Tabla
5), se introduce también 86 muestras de gatos salvajes y observd que el 26% da

evidencia de contacto con L. infantum por PCR y el 15,7% por Western Blot.
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4.6.- Conejos salvajes

Otro posible hospedador animal salvaje estudiado en el sudeste de Espafia (Valencia,
Alicante y Murcia) es el conejo salvaje. Se realiza en un estudio epidemiologico sobre
conejos salvajes, humanos y perros domésticos (15). En este, se presentan 162 conejos
salvajes, 212 perros y 657 muestras de sangre humana (Tabla 7). De los conejos y
perros se recogen muestras de bazo, ganglios linfaticos y la piel de la nariz y ademas
higado, rifién, corazon y pancreas Unicamente de los conejos. Las muestras se analizan
mediante técnicas de PCR a tiempo real que amplifican ADN del kinetoplasto de
Leishmania spp y se estudia la presencia de anticuerpos especificos anti-Leishmania por
técnicas de ELISA.

Diagnostic assay Sample typs Mammalian species
Rabhiz Human Dag
No. tested ¥ positive R teshed ¥ positive i, st T positive
AR Blosod 1] 3oz . 193 10
Spleen 129 (1] 0 15 60
Lymnph node 45 o o k] 53
Skin £ o 0 26 42
Bone marrow 106 o
Other tisswes? 56 o o o
Ay tissue 162 0G o 43 67

3
ELISA Plasma 36 o G57 » 208

Tabla 7: Resultados de PCR de conejos salvajes, perros y humanos procedentes de el sudeste de Espafia
(15)

Se detecta un unico conejo positivo mediante PCR, tan s6lo se observa ADN de
Leishmania en una muestra de bazo de un ejemplar con unos valores muy bajos de
parasitacion (Ct 40). El porcentaje de positividad del 0,6% (1/162) es muy bajo y
sugiere, segun los autores, que esta especie presenta un riesgo muy bajo de mantener
cronicamente la enfermedad. Las 377 muestras de tejidos restantes analizadas son
negativas por PCR. Uno de 36 (3%) conejos analizados por ELISA tiene un resultado
concluyente (ROD = 0,87) y los conejos restantes resultan negativos. En este estudio se
analizan ademas muestras de personas asintomaticas. El porcentaje de muestras de
sangre humana positivas por PCR es del 2% (8/392) con Ct que oscilan entre 33 y
38. Por otra parte, los porcentajes de muestras positivas en ELISA de humanos son del
2% (13/657). Entre los perros, los porcentajes de los resultados de ELISA positivos son
del 7% (14/208) y el porcentaje de perros PCR-positivos varian dependiendo del tipo de
muestra utilizada, 10% (20/193) en la sangre y el 67% (29/43) en los tejidos, es decir,
60% (21/35) en el bazo, el 53% (20/38) en los ganglios linfaticos y el 42% (11/26) en la
piel.
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4.7.- Roedores

Rattus rattus, Rattus norvegicus, Mus spretus, Mus musculus y Apodemus sylvaticus son
las especies de roedores que presentan estudios de un posible papel en el ciclo bioldgico
de L. infantum.

Tanto en Espafia como en Cataluiia no hay muchos estudios en roedores. La rata negra
(R. rattus) se ha encontrado parasitada por L. infantum en Espafia (prevalencia 1%) e
Italia (prevalencia 2,1%) (9-10). Dos estudios realizan una revision de la infeccion por
L. infantum en 106 roedores recogidos en la zona del Priorat catalan (17 Rattus spp., 69
M. spretus, 9 M. musculus y 28 A. sylvaticus) (11, 16). Las muestras corresponden a
sangre en papel de filtro. Se realiza una técnica ELISA y dan positivos 8 del total de
roedores. En estos estudios se detecta una seroreactividad global de 7,5% (8/106) y por
especies un 10,1% (IC 95:4,7%-19,8%) en el caso de M. spretus y 3,6% (IC 95 0,1%-
19,25%) en el caso de A. sylvaticus que resultan seroreactivos al antigeno de
Leishmania con titulos seroldgicos por debajo del nivel de positividad (> 1/400).

La rata ha estado involucrada en el Sur de Italia (Calabria y Sicilia) como un posible
reservorio de Leishmania ya que se ha detectado en R. rattus una seroprevalencia de
57,5% y ADN de Leishmania por PCR en un 45%. Respecto a R. norvegicus la
seroprevalencia detectada es de 33,3% (12). Los estudios seroldgicos se centran en las
poblaciones de R. norvegicus (Villa Niscemi, Palermo) y de R. rattus (Fiumefreddo
Bruzio, Cosenza). Se realizan capturas ocasionales de M. musculus en Villa Niscemi y
areas Fiumefreddo Bruzio, y de R. rattus en Villa Niscemi. Los analisis seroldgicos se
efectlan en un total de 24 individuos de R. rattus y 4 de M. musculus de Fiumefreddo
Bruzio, asi como 9 de R. norvegicus, 4 de R. rattus y 13 de M. musculus de la Villa
Niscemi. Los resultados concluyen positivos en la poblacion de R. rattus de
Fiumefreddo Bruzio (n=22) con un porcentaje del 57,5%. La prevalencia sérica es
inferior, por el contrario, en R. norvegicus en Villa Niscemi (Palermo): 33,3% (n=
9). En esta Ultima, también queda registrado un caso de positividad seroldgica en un
solo individuo de M. musculus. Los resultados de la PCR, relativos a los analisis
Ilevados a cabo en muestras de bazo a partir de muestras de R. rattus atrapados en

Fiumefreddo Bruzio muestran una prevalencia calculada del 45% (n=20) (Tabla 8).
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Trapping locality

Fiumefreddo Bruzio(Cosenza)
Rural area,5 m a.s.l. situated on
the Calabria coast;

Grid n 50 Havahart traps, at a
distance of 15 m from each
other, 5x10 lines;

Villa Niscemi (Palerma)
Town garden 5 m a.s.|situated
in the city of Palermo;

Grid: n. 49 Havart traps at a
distance of 10 m from each
other, 14 lines;

Population density of the

species considered

Species: Rattus rattus, valued
density =22.2 rats per ha
(CMR. method);

Species: Rattus norvegicus,
valued density = 12.75 rats per
ha (removal method);

Serelogical results

57.5% positive R.ratus (n=212)

Leshmania: 33.3% positive for

R.norvegicus (n=9), 1 positive
for Mus musculus (N=13);

Results of PCR

45% positive for Roratus (n=20);

Tabla 8: Resultados sero-epidemiologicos y de deteccion de la presencia de ADN de Leishmania en
roedores capturados en zonas endémicas de leishmaniosis en Calabria y Sicilia. (12).

En la Peninsula Ibérica, concretamente en Portugal (Sesimbra y Sintra) se estudian 30
roedores (27 M. musculus y R. norvegicus 3) de los cuales se analizan los higados y
bazos mediante analisis parasitologico y PCR a tiempo real (14). Los resultados del
andlisis dan presencia de amastigotes de Leishmania en 8 individuos de M. musculus
(n=27). 2 animales son positivos tanto en el frotis de las secciones histoldgicas de
higado y en el bazo, 2 animales positivos en ambos frotis del higado y el bazo, 3
animales positivos en la seccion histoldgica del bazo y 1 animal positivo en el frotis de
higado. En cuanto a R. norvegicus (n=3), un animal es positivo en el frotis del higado y
del bazo simultdneamente. Cabe destacar que todas las muestras positivas muestran no
mas de tres amastigotes por campo microscépico. En cuanto al analisis molecular se
detectan 9 muestras positivas de piel del oido de M. musculus. La carga parasitaria varia
entre la deteccidn de los valores residuales a 393 copias especificas, indicativos de baja

carga parasitaria (Tabla 9).
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Rodent Rodent qPCR analysis Parasitological analysis
species n° (parasitic load)
Ear lobe Liver Spleen  Liver Liver Spleen Spleen

smear HS. smear HS.
Rattus 1 N N N N N N N
norvegicus 2 N N N N N N N
3 N N N P N P N
Mus 4 N N N P N P N
musculus 5 P(TD N N N N N P
6 P(50) N N N N N N
7 N N N N N N N
g N N N P N N N
9 N N N N N N N
10 P(100) N N N N N P
1 N N N N N N N
12 N N N N N N N
13 P(393) N N N N N N
14 N N N N N N N
15 N N N N N N N
16 N N N N N N N
17 N N N P N N P
18 N N N N N N N
19 P(50) N N P N P N
20 N N N N N N N
21 N N N N N N N
2 N N N N N N N
23 N N N N N N N
M P (resid) N N N N N N
25 N N N N N N N
26 N N N N N N N
27 P (resid) N N N N N P
28 N N N N N N N
29 P (resid) N N N N N N
30 P (resid)) N N P N N P

Legend: P: Positive result; N: Negative result; H S.: Histological section.; resid: residual.

Tabla 9: Resultados de 30 de roedores capturados en zonas endémicas de leishmaniosis en Portugal y
analizados mediante técnicas de PCR a tiempo real y andlisis parasitologico (14)

Por otro lado, en estudios realizados en Grecia sobre R. norvegicus se ha detectado
ADN de L. infantum en muestras de bazo mediante técnicas de PCR. De las 16 muestras
examinadas, solo uno resulta positivo para L. infantum con escasa cantidad de ADN
presente. Los resultados de este estudio preliminar indican que R. norvegicus es poco
probable que sea un hospedador potencial en Grecia (13). En la isla de Chipre se indican
seroprevalencias de 7,3% (36/494) estudiadas también en R. norvegicus (47).

Respecto a roedores e insectivoros capturados en diferentes puntos estudiados en la
zona del Vallés Oriental, provincia de Barcelona (datos no publicados), en un Trabajo
Dirigido realizado por la alumna Isabel Ragull en el Departamento de Parasitologia
sobre 62 roedores y 1 insectivoro (42 A.sylvaticus, 9 Myodes glareolus, 7 Crocidura
russula, 13 M. spretus y 1 R. rattus) destaca la seroreactividad detectada en 3 M. spretus
(dos de la Roca del Vallés y un de Canoves) y en 2 A. sylvaticus (uno de Bigues i Riells
y el otro de la Roca del Vallés). La seroprevalencia global encontrada ha sido del 7,5%
(5/66). En el caso de M. spretus es de un 23,1% (3/13) (IC 95%: 7,5%-50%) y en el de
A. sylvaticus de un 4,7% (2/42) (IC 95%: 0,4%-16%). Destaca el hecho de que en uno
de los tres M. spretus seropositivos se detectan bajas tasas de ADN de Leishmania en

sangre. Al comparar estos datos con los de Portus et al., (2002) (16) sobre estos
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animales en la zona del Priorat se observa que no hay diferencias estadisticamente

significativas (p> 0,05).

5.- RESULTADOS DE LA PARTE PRACTICA

Los resultados globales del estudio: determinacién de ADN de L. infantum en muestras
de bazo, higado y algunas de oreja por PCR a tiempo real estan recogidas en la Tabla
10.

Especie PCR global PCR seguin muestra estudiada
(positivo/n® de (positivo/n® de muestras)
muestras)

Higado Bazo Piel

V. vulpes 0/11 0/11 0/11 0/0
M. meles 0/15 0/15 0/15 0/0
M. foina 2/4 2/4 2/4 0/0
M. vison 1/1 1/1 1/1 0/0
F. catus 1/1 1/1 1/1 0/0
F. silvestris 0/1 0/1 0/1 0/0
S. vulgaris 3/19 3/19 3/19 0/8

Tabla 10: Resultados de las PCR de las diferentes especies estudiadas. Resultados globales y por
muestras bioldgicas. (Elaboracion propia).

Al realizar las PCR a tiempo real (Leim-PCR) se puede observar la deteccion de un total
de 7 animales positivos de 52 (13,5%, IC 95% 5,59-25,79%). En ningin ejemplar
estudiado de V. vulpes y de M. meles se detecta ADN de Leishmania. Las muestras son
positivas para dos ejemplares de M. foina de los 4 estudiados tanto en higado como en
bazo, que corresponden a animales recogidos en Tagament y en Granollers. En cuanto a
M. vison el unico individuo (Macanet de la Selva) estudiado resulta ser positivo tanto en
la muestra de bazo como de higado. Por otro lado, el Unico ejemplar estudiado de F.
catus (Parque Natural del Montseny) da positivo pero Gnicamente en la muestra de
bazo. Por ultimo, en los 3 positivos de los 19 animales estudiados de S. vulgaris se
detecta ADN de Leishmania tanto en higado como en el bazo (Figura 8). En todos los
casos, los valores de PCR a tiempo real presentaron Cts muy altos del orden de 35-39
que indican unas tasas de parasitos muy bajas. En ninguna de las 8 muestras de piel

estudiadas, todas ellas de Sciurus vulgaris, pudo detectarse ADN de Leishmania.
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Figura 8: Resultado positivo de la amplificacion mediante Leim-PCR de la muestra de higado del
individuo CS/2002/42358 de S. vulgaris.

Para cuantificar la cantidad de ADN de Leishmania detectada se introdujeron en las
placas de amplificacion una bateria de parésitos a concentraciones conocidas. En la
Tabla 11 se indican las diluciones de parasitos amplificadas en promastigotes/ml y los
resultados en Ct de la amplificacion obtenidos. La metodologia permite detectar tasas

muy bajas hasta 0,01 promastigote/ml.

CONTROL + Ct
10* prom/ml 15,3
10° prom/mll 18,5
102 prom/mll 22,7
10 prom/ml 25,9

1 prom/ml 31,4
0,1 prom/ml 35,4
0,01 prom/ml 38,7

Tabla 11: Bateria de controles positivos de L. infantum expresados en promastigotes/ml y su
equivalencia en Ct después de la amplificacion por Leim-PCR.
(Elaboracion propia)

6.- DISCUSION

Segun la OMS, 350 millones de personas estan en riesgo de contraer dicha enfermedad,
asi que la leishmaniosis es un tema a tratar y someter a estudio. Es importante saber las
zonas endémicas, asi como los posibles vectores y hospedadores para evitar la
infeccion.

Aunque el principal reservorio de L. infantum es el perro, los resultados de los animales
revisados a lo largo de este trabajo indican la posibilidad de estar parasitados. Se
sospecha que el perro no es el unico reservorio debido al hecho que algunos zimodemas
solo sean conocidos a partir de cepas aisladas del vector o del hombre como puede ser
un ejemplo el Zimodema MON-29, que se detecto en el Priorat y se aisl6 muchas veces

de los vectores, pero nunca se ha podido aislar de vertebrados en ese foco endemico
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(11). En algunos de estos animales era desconocido el hecho de que pudiesen estar
infectados por este parasito hasta hace poco y algunos todavia no se sabe cual es el
papel que puede mantener en el ciclo del protozoo.

Los resultados recopilados a lo largo de este trabajo, indican que es mas que probable
que L. infantum esté presente en la vida de otros hospedadores, por ejemplo se detecta
un 74,6% de positividad de un total de 67 V. vulpes (32), por el contrario, en otros
estudios sobre esta especie los positivos son mas bajos 12 de 67 (11), 3 de 112 (16) y 3
de 43 (31) aunque en este ultimo consideran que la tasa de prevalencia del 5,63% de V.
vulpes es probablemente suficiente para mantener una situacion endémica y que la

presencia de un ciclo silvestre semi-autbnomo en la zona parece probable.

Unos estudios que hay que tener muy en cuenta son los efectuados a consecuencia del
brote de leishmaniosis del 2010 en la Comunidad de Madrid donde descubre que el
57,14% de Lepus granatensis presentan el parasito (38-39). Muy importante también, es
el méas que posible papel de los gatos ya que se aporta una seroprevalencia del 6,29% en
el noreste de la Peninsula Ibérica y de las Islas Baleares, a lo que los autores indican su
posible papel como reservorio secundario peridomestico, y no tan solo como
hospedador accidental (36). Reforzando el papel del gato, se concluye que el 70,6% de
la poblacién felina estudiada podria considerarse como infectada (35) y mas tarde,
también en las Islas Baleares, se observa un 26% de evidencia de contacto con L.
infantum por PCR y el 15,7% por Western Blot (37). Se ha encontrado un foco
importante de roedores en el sur de Italia con una seroprevalencia de 57,5% en R. rattus
y ADN de Leishmania por PCR en un 45% vy seroprevalencia de 33,3% en R.
norvegicus (12) cosa que hace pensar fuertemente en que estas especies pueden estar
involucrados en el ciclo del parésito. En la zona de Catalufia, los resultados dados (16) y
los no publicados de Isabel Ragull no encontramos diferencias significativas.

Para que un animal sea considerado como reservorio en un foco determinado existen
varios requisitos necesarios, no tan solo debe detectarse el parasito sino que es necesario
otros parametros ligados al area de distribucion de la enfermedad, al tipo de paréasito que
se aisla y a la evolucion que debe ser cronica en el animal, y también referidos al vector
y a sus habitos de alimentacion. Los animales pueden ademas actuar como reservorios
principales, como es el perro en nuestros focos endémicos, o secundarios o incluso

accidentales (48).
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Los valores de Ct de PCR a tiempo real proporcionan una idea de la carga parasitaria en
las muestras estudiadas. Gran parte de las muestras de los diferentes articulos reflejan
unos valores de Ct altos, lo que es indicativo de carga parasitaria baja. Los estudios
sugieren la posibilidad que las especies presentes en zonas endémicas puedan infectarse

de forma natural.

En referencia a la parte practica de este trabajo, los animales que resultan positivos son
especies no estudiadas anteriormente en la zona: 1 positivo en F. catus, 2 en M. foina, 2
en S. vulgaris y 1 en M. vison. Como se ha comentado, los valores de Ct de PCR a
tiempo real proporcionan una idea de la carga parasitaria en las muestras estudiadas, en
estos casos son indicativos de una carga baja y un porcentaje de positivos relativamente
pequefios. Cabe destacar que de estos resultados no se puede hacer un juicio definitivo
ya que el nimero de muestras recopiladas es reducido, ademas de que los Ct resultantes
son muy altos pero pueden ser indicativos de infeccion y/o contacto con el parésito que
podrian estar presentes durante mucho tiempo. Por ello, su presencia puede ser resultado
de infeccion pero no implica el papel como reservorio. Por otro lado, los resultados

negativos por PCR no descartan la posible presencia del paréasito en otras localizaciones.

En definitiva, es muy importante tener presente que estos estudios no dan un resultado
claro y definitivo de la posibilidad de que los animales muestreados se incluyan en los
hospedadores de L. infantum ya que las conclusiones son, en muchos casos, en base a
una poblacion muy reducida, por ello deben realizarse mas trabajos con mas muestras
para demostrarlo. Esto seria ventajoso desde un punto de vista veterinario y perspectivas
de la salud publica y también puede mejorar nuestra comprension de un posible ciclo
silvestre del parésito. Ademas la vigilancia de la infeccién en los hospedadores
silvestres también seria beneficioso para estimar la incidencia de infeccion y aportar

pruebas de una posible expansién de L. infantum en su distribucion natural.

7.- CONCLUSION

- La infeccidon por Leishmania supone un problema de salud publica ampliamente
distribuido afectando a millones de personas. En referencia a este trabajo, en la
Cuenca del Mediterraneo se encuentra un importante foco de L. infantum
causante de leishmaniosis cutanea y visceral.

- Los resultados tedricos, indican la evidencia de infeccion por Leishmania,

detectada mediante examen directo, cultivo, deteccion de ADN y/o deteccion de
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anticuerpos especificos anti-Leishmania, de diversas especies silvestres y
domésticas como el lobo, el chacal, el zorro, roedores entre ellos las ratas, el
gato doméstico y silvestre, los conejos y las liebres.

Se detecta la necesidad de potenciar los estudios epidemiologicos sobre la
enfermedad y los posibles hospedadores implicados, al lado del reservorio
canino considerado el reservorio principal, para conocer mejor el papel que estos
animales pueden jugar en el mantenimiento del ciclo epidemioldgico, en la
distribucion geografica de la enfermedad y para mejorar el control de la
infeccion.

Los estudios de PCR a tiempo real realizados en la parte experimental han
permitido detectar ADN de Leishmania spp en 7 de los 52 animales estudiados
(13,5%, IC 95% 5,59-25,79%). Las muestras positivas fueron de higado y bazo
de 2 M. foina, 1 M. vison, 1 F. catus (positividad solo detectada en la muestra de
bazo) y 3 de S. vulgaris, todas ellas con cargas parasitarias muy bajas. En
ninguna de las 8 muestras de piel estudiadas, todas ellas de S. vulgaris, pudo
detectarse ADN de Leishmania.

Los resultados obtenidos, en la parte practica, en este estudio inicial de
Leishmania en diferentes localizaciones de Catalufia, zona endémica de
leishmaniosis cutanea y visceral sefialan la necesidad de proseguir con los
estudios epidemiologicos enfocados a detectar la presencia del parésito en un
numero mayor de individuos para conocer su posible papel como reservorios.
Ademas indican la necesidad de estudiar otras muestras bioldgicas como pueden
ser sangre y la piel.

Es necesario seguir con la investigacion en el campo de la biologia molecular
para mejorar las técnicas o potenciar otras nuevas y asi poder detectar con un
mayor indice de acierto las infecciones de los hospedadores. Su deteccién podria
permitir ademéas la identificacion posterior mediante genotipado a nivel
intraespecifico para mejorar el conocimiento sobre qué papel pueden ejercer
estos animales en los ciclos bioepidemioldgicos de Leishmania en las zonas
endémicas.

Abrir nuevas vias de investigacion y ensalzar las relaciones entre los paises de
las zonas endémicas para poder llevar una linea de investigacion mejor y tener

mejor controlada la infeccion.
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9.- ANEXO: Fotografias de las especies animales estudiadas

9.1.- Parte tedrica

Mustela nivalis

Lepué g

Genetta genetta

[ &

ranatensis
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Rattus rattus

Apodemus sylvaticus
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9.2.- Parte practica

Felis catus

Sciurus vulgaris
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