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I. INTRODUCCION

Las leishmaniosis son las infestaciones causadas por los

flagelados kinetoplástidos del género Leishmania. Su

distribución es cosmopolita, estando únicamente ausentes en

Australia y la Antártida y presentando elevada morbilidad en

muchas zonas endémicas. No hay datos fidedignos sobre su

incidencia mundial, pero se considera que hay unos 12 millones

de casos humanos, con 400.000 casos nuevos cada año (O.M.S
1984). Por ello, en 1976 fue incluida por la Organización
Mundial de la Salud entre las seis enfermedades de estudio

prioritario dentro de su programa "Special Programme for

Research and Training in Tropical Diseases".

• $

El término leishmaniosis abarca una gran variedad de

síndromes, producidos por diversas especies del género

Leishmania, que afectan distintas poblaciones y se relacionan

con vectores y reservorios animales determinados. El espectro

clínico que produce es muy amplio, desde infecciones
asintomáticas (Pampiglione y col

Bettini y col

1974b; Ho y col 1982;• 9• I

1983; Badaró y col., 1986b; Badaró y col

1986c) hasta infecciones graves que pueden llevar a la muerte,

en ausencia de tratamiento específico. Es clásico distinguir
entre leishmaniosis cutáneas, leishmaniosis mucocutáneas y

leishmaniosis viscerales

♦ > • 9

y relacionarlas en principio con

especies concretas, aunque es cada vez más evidente que

existen comportamientos dispares, que podrían atribuirse a

cepas con diferentes tropismos dentro de una misma especie,
así como a la respuesta inmunitaria del hospedador (Molyneux

y Ashford, 1983; Alvar, 1990a; Gradoni y col., 1990). En la

Fig.l se refleja el espectro general de las leishmaniosis y

sus vías posibles de evolución, según Molyneux y Ashford,
1983.
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INOCULATION

NO PATENT
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SKIN
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L.ruckJivan^w
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MUCOCUTANEOUS.

LESIONS

Fig.l. Espectro general de las leishmaniosis y evolución
después de la inoculación natural de Leishmsmia. Cada especie
puede producir una parte de esta secuencia y la mayoría de
las vías evolutivas pueden ser adoptadas por más de una
especie parásita. Las enfermedades mostradas son sólo
ejemplos. DCL= leishmaniosis cutánea difusa; PKDL=
leishmaniosis dérmica post-Kala-azar.

(Tomado de Molyneux, D.H. y Ashford. R.W., 1983)
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Las leishmaniosis evolucionan dentro de zonas o territorios

limitados llamados "focos naturales de infección", término

(Pavlovsky, 1966).introducido por los epidemiólogos rusos

Garnham en 1965, partiendo del estudio de la ecología de los
diferentes tipos y focos naturales de leishmaniosis, expuso

una teoría que explica la evolución de los tipos fundamentales
de leishmaniosis (Fig.2): "Tipo Primario o enzoótico", donde
el reservorio es un vertebrado salvaje (carnívoros 'y/o

"Tipo

zooantroponótico", donde un vertebrado doméstico sustituye

al reservorio precedente; y "Tipo Terciario o antroponótico",
cuando el reservorio desaparece y el hombre se presenta como

el único hospedador vertebrado, en un ciclo antroponótico

(hombre-vector-hombre), tal y como sucede en las leishmaniosis

viscerales ocasionadas por L.donovani en la India y Zonas
\

Meridionales de China.

fundamentalmente); Secundarioroedores o

VECTORVECTOR VECTOR

/y

RESERVORIO 1

(VERTEBRADO SALVAJE)

RESERVORIO 2

(VERTEBRADO DOMESTICO)

HOMBRE

Fig.2. Ciclos de Garnham

(Tomado de Rioux y col 1977)• »
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En Europa su distribución se limita a los países meridionales.
Las cifras de morbilidad permanecen estables (Quilici y col

1989), comportándose como una enfermedad hipoendémica,
destacando un brote epidémico de leishmaniosis visceral, con

decenas de muertos, en 1971-1972 en el Norte de Italia

(Pampiglione y col., 1974a). Encuestas epidemiológicas,
llevadas a cabo mediante pruebas serológicas y de

hipersensibilidad retardada, realizadas en Francia e Italia

revelan, sin embargo, la presencia de leishmaniosis crípticas,
asintomáticas o silentes en su expresión clínica (Pampiglione

y col., 1974b; Pampiglione y col

Rioux y col., 1985; Gramiccia y col

considerarse los casos sintomáticos solamente como una parte

de las infecciones existentes en la realidad. Estos hechos

podrían explicar la morbilidad aumentada que se detecta en los

pacientes con factores de riesgo: malnutrición (Mansueto,

1983; Harrison y col., 1986; Cerf y

enfermedades infecciosas concomitantes e

1979; Bettini y col., 1983;

• 9

1975; Bettini y col. , 1983;

1990), pudiendo

• 9

• 9

1981a; Bettini y col

1987) ,

• 9

col. ,

inmunodeficiencias (Ma y col
Badaró y col

• 9

1986a; Antunes y col

1989b; Fernández Guerrero y col

1989; Montalban y col., 1989; Altés y col

1987; Alvar y col

1987;

• 9 • 9 • 9

1987a; Alvar y col

Marty y col

1991) .

• 9 • 9

• 9 • 9

En España es Enfermedad de Declaración Obligatoria desde

febrero de 1982, por lo que a partir de esta fecha se poseen

estadísticas oficiales. Es de sospechar que la subdeclaración
es importante, fundamentalmente en los casos de leishmaniosis

cutánea. La incidencia, de acuerdo con los Boletines

Epidemiológicos Semanales del Ministerio de Sanidad y Consumo

(1982-1988), es de aproximadamente 0.3 casos cada 100.000

habitantes. En Cataluña, teniendo en cuenta los datos

recogidos en el Butlletí Epidemiológic de Catalunya

(Generalitat de Catalunya, 1982-1988), la tasa de incidencia
es ligeramente superior, situándose alrededor del 0.7 (casos

por 100.000 habitantes).
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FOCOS DE LEISHMANIOSIS DEL MEDITERRANEO OCCIDENTAL Y1.1.

CENTRAL DE EUROPA.

Parecen incluirse entre los focos de "Tipo Secundario"
descritos por Garnham, en los cuales el perro actuaría como

1968a) y el hombre como

1965) de la afección

animal, actuando tan solo como "indicador" (Rioux y col

1970). El hallazgo de otros hospedadores salvajes en estas

zonas (rata y zorro) cuestiona la posible coexistencia de
varios hospedadores en un mismo foco en un ciclo de "Tipo
Primo-Secundario" en el que intervienen el reservorio

primitivo salvaje y el reservorio doméstico, o si por el

contrario éstos actúan meramente como reservorios ocasionales

(Rioux y col., 1968a).

hospedador habitual (Rioux y col
una "víctima" accidental (Garnham,

• *

• )

Todas las cepas aisladas corresponden al complejo L.infantum

Nicolle, 1908 (Maazoun y col

Gradoni y col

1981a; Gradoni y col

1986a; Moreno, 1989; Alvar y col

por lo que se considera el complejo responsable de la

1984;

1990b),

• > • 9

• t • I

leishmaniosis visceral y canina, así como el único

responsable, hasta el momento identificado, de la

leishmaniosis cutánea. Es de destacar, sin embargo, el

hallazgo de tres cepas en Italia (en dos perros y un zorro)

que se revelan más próximas a las cepas aisladas en el Este
de Africa, Sudán y Etiopía que a las habituales en el
Mediterráneo Occidental (Gramiccia y col., 1982a; Moreno y

col., 1984; Moreno, 1989).

Los vectores incriminados son flebótomos, pertenecientes
todos al subgénero Larroussius Nitzulescu, 1931 (Killick-

Kendrick, 1990a). La idea clásica que considera, en el Viejo

Mundo, una especie dominante o única en cada foco (Killick-

Kendrick, 1979), es actualmente discutida ante la posibilidad
de coexistencia de al menos dos especies igualmente implicadas
en la transmisión (Rioux y col 1986a; Lucientes y col• 1 • )
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1988).

El estudio de un foco leishmaniósico debe conjugar el estudio

integrado de todos los miembros que lo conforman,

indispensable para llegar a conocer cómo circula el parásito

y cómo se produce la contaminación humana. Para ello, es

imprescindible identificar el parásito responsable y conocer

cuáles son sus reservorios y vectores eficaces.

El parásito

Los nuevos criterios bioquímicos de identificación del

parásito (Lainson y Shaw, 1987), entre ellos el análisis
electroforético de los isoenzimas, han permitido diferenciar

complejos de especies (Lanotte y col

1981a; Maazoun y col

1986a; Le Blancq y Peters, 1986b;

1990),

1981;

1986; Le

; Le Blancq

así como poner de

los grandes

Moreno, 1989; Maazoun y col

• 9

• 9• *

Blancq y col

y col., 1987; Rioux y col.,
manifiesto la gran variedad de cepas que los conforman

(Maazoun y col., 1981a; Moreno, 1989).

• 9

La caracterización isoenzimática de las cepas aisladas en

esta zona del Mediterráneo ha demostrado la existencia de

diversos zimodemas, algunos con tropismos marcados (cepas

dermotropas y cepas viscerotropas) (Rioux y col 1985;

Gállego y Portús, 1986). Sin embargo, debe indicarse que en

• J

la evolución de la parasitosis no tan solo interviene la
naturaleza del parásito sino también la respuesta celular del

hospedador (Alvar y col 1989b). De hecho, se ha observado

que cepas consideradas dermotropas han visceralizado en

pacientes inmunocomprometidos (SIDA, etc.), lo que corrobora
la importancia de la respuesta inmune celular (Olivier y col

• í

• )

1989; Bogdan y col 1990; Locksley y Scott, 1991) en el

1989; Alvar, 1988;

1990; Jiménez y col

• 9

progreso de la enfermedad (Portús y col
Condom y col

• 9

1989; Gradoni y col• í • 9 • 9
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1991) .

Los zimodemas hallados, según nomenclatura del Laboratoire

d’Ecologie Medicale et Pathologie Parasitaire de la Facultad
de Medicina de Montpellier, centro de referencia para la
identificación enzimática de Leishmania, y de acuerdo con los

hospedadores de los que han sido aislados y la afección

causada, se resumen en la Tabla 1 (Rioux y col., 1980; Rioux

y col., 1984; Rioux y col., 1985; Rioux y col., 1986a; Rioux

y col., 1986b; Maazoun y col., 1981a; Gramiccia y col., 1982a;

Gramiccia y col., 1982b; Belazzoug y col., 1985; Belazzoug,

1986b; Abranches y col., 1986; Moreno y col., 1984; Moreno,

1989; Gradoni y col

y col., 1986; Portús y col., 1989; Alvar y Ortiz,

Alvar, 1988; Alvar y Benito, 1989a; Pratlong y col

Pratlong y col., 1989b; Angelici y col. , 1989; Jiménez y col

1991; Campino y col.., 1991).

1987a; Gállego y Portús, 1986; Portús

1987b;

1989a;

• 9

• 9

* 9

ZIMODEMAS AISLADOS (MON)

1, 11, 24, 29, 33, 34, 78*, 80*
1, 27, 28, 29, 33, 34*, 72, 80

Hombre LC

LV

1, 77, 82, 105Perro

1, 82Zorro

1Rata

1, 29, 77, 105 +Flebotomo

“Zimodemas hallados únicamente en Malta o Argelia
+Infestación experimental

Tabla 1. Zimodemas hallados en los focos del Mediterráneo

Occidental y Central de Europa

Laboratoire d’Ecologie Medicale de Montpellier.

según nomenclatura del
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Los zimodemas MON-11, MON-24, MON-29 y MON-33 parecen

corresponder a cepas con tropismo cutáneo. Sin embargo, MON-

29 y MON-33 han sido también aislados en enfermos de SIDA

como causantes de leishmaniosis viscerales o mucocutáneas,

debido seguramente al estado de anergia inmunitaria en la que

se encuentran estos enfermos que permite la diseminación del

parásito hacia las visceras (Portús y col

1991).

1989; Alvar, 1988;• f

Jiménez y col • 9

La identificación del parásito es fundamental para llegar a

conocer el funcionamiento de un foco, ya que permite discernir

cuáles son los verdaderos reservorios y vectores de las

Leishmania que afectan al hombre. Al lado de focos donde el

agente causal aislado pertenece a un solo zimodema (Abranches
se encuentran focos leishmaniósicos donde1986),y col

coexisten diversos zimodemas en condiciones simpátricas (mismo

foco) y/o sintópicas (mismo vector y/o mismo reservorio), por

lo que resulta necesario conocer su papel en el hombre, en el

reservorio y en el vector (Portús y col., 1986; Rioux y col

1986a).

• I

• 9

El reservorio

el hospedador vertebrado habitual
de L.infantum, que se comporta como el principal responsable
del mantenimiento de la enfermedad. Para conocer cuál es la

importancia de la enzootia en un foco, es fundamental estudiar

la frecuencia con la que se presenta la enfermedad en el

animal, observando la prevalencia de la infección, así como

la incidencia de nuevos casos, que revelan la actividad del

foco. Además son de gran importancia, para conocer cómo se

mantiene la enzootia, los estudios de la evolución clínica y

serológica de los animales afectos (Fisa y col., 1990b) y de
su capacidad de infestar al flebotomo vector.

El perro es considerado



-25-

El hallazgo de otros animales parasitados, roedores y cánidos

salvajes, como la rata (Petrovic y col

1980; Morillas y col

Bettini y col

y col

1975; Bettini y col

1968a;

• 9 • 9

1985a) y el zorro (Rioux y col

1980, Marín Iniesta y col

1983a; Abranches y col

parece indicar la presencia de otros posibles reservorios,
siendo su papel fuente actual de controversia.

• 9• 9

1982; Abranches

1990c),

• 9• 9

1984; Alvar y col• 9 • 9• 9

Según Killick-Kendrick (1987), para poder considerar un animal
como reservorio, en un foco determinado, éste debe cumplir

varios requisitos:1-Ser portador del parásito. Deben aislarse repetidas

veces del animal las mismas cepas de Leishmania que se

encuentran en los pacientes.2-Tener contacto con el vector. El reservorio debe ser

una de las fuentes más importantes de alimentación del

vector.3-Presentar correctamente el parásito al vector. La

infección en el animal reservorio debe cursar de tal

forma que el parásito sea fácilmente asequible a la

picadura del vector.

El vector

El papel vector corre a cargo de flebótomos pertenecientes
al subgénero Larroussius Nitzulescu, 1931 (Killick-Kendrick,

1990a). Las especies consideradas vectores capaces de
transmitir L.infantum en esta zona son:

- P.ariasi Tonnoir, 1921
- P.perniciosus Newstead, 1911
- P.perfiliewi Parrot, 1930
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El vector se considera que actúa como el elemento limitante

de un foco (Rioux y col, 1977; Safyanova, 1977; Leger, 1977),

aunque su distribución pueda ser en ocasiones más amplia que

la distribución de la enfermedad (Lewis, 1971; Lupascu y col

1977; O.M.S

distribución geográfica

(endofilia-exofilia),

• >

1984). El estudio de las especies presentes, su

y altitudinal,
hábitos

• I

hábitatssus

(endofagia-exofagia,
antropofilia-zoofilia), su susceptibilidad y capacidad de

transmitir las especies parásitas, junto con el conocimiento

de su biología y fenología (ciclo gonotrófico, edad

fisiológica, capacidad de entrar en diapausa, número de

generaciones, etc.), su capacidad de vuelo, etc, permiten
discernir cuales son las posibles especies vectoras en un

foco y conocer su comportamiento particular.

sus

El papel vector puede recaer en una especie o en más de una

especie, como se ha observado en focos franceses (Moreno,

1989; Killick-Kendrick, 1990a), españoles (Rioux y col.,

1988) y portugueses (Pires, 1984),1986a; Lucientes y col

compartiendo el papel transmisor o comportándose uno de ellos

• *

como vector principal. Además, actualmente se conoce la

existencia de variaciones intraespecíficas en las poblaciones
de flebótomos que podrían influir en su capacidad vectorial

(KK en Cevennes; Castillo Hernández y col 1991).• í

Según Killick-Kendrick (1987), para ser considerada una

especie como vector, deben cumplirse cuatro requisitos:

1- Hábitos alimenticios. El vector debe alimentarse sobre

el hombre y sobre el> reservorio.

2- Portador del parásito. El aislamiento repetido de
infecciones naturales causadas por las mismas Leishmania

encontradas en el hombre.
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3- Distribución. La distribución del vector debe coincidir

con la distribución de la infección en el hombre y en

el reservorio.

4- Capacidad del vector de soportar el desarrollo del

parásito y llegar a ser un transmisor eficiente.

El conocimiento profundo de los factores implicados: agente

etiológico, reservorios y vectores, su interrelación y su

relación con el entorno (Rioux y col

Moutou,

circular y mantenerse en un foco,

condiciones del medio.

1977; Leger, 1977;

permitirá entender como Leishmania logra

adaptándose a las

• I

1983),

Rioux y col. (1977) proponen un modelo de funcionamiento de

la leishmaniosis visceral en los focos del Mediterráneo,

basándose en sus estudios realizados en el sur de Francia,

fundamentalmente en las Cevennes, que se describe en las Figs.

3 y 4.

En la Tabla 2 se resumen algunos de los focos más importantes

y mejor estudiados del área mediterránea. Estos datos muestran

las distintas posibilidades de estructura y funcionamiento que

presentan los focos del Mediterráneo e indican la

independencia de cada uno de ellos en una zona geográfica

limitada, como resulta patente en Toscana (Italia) donde se

localizan dos focos separados tan solo por 50 Km (Monte

Argentarlo y Baccinello) con características epidemiológicas
bien distintas.
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STRUCTURES ET LIMITES DU FOYER

INVENTAIRE DES ORGANISMES DU CYCLE

i\ i
VecteursCas humainsRéservoirs

Autres

Arthropodes
PhlébotomesSauvages Canin

/\
Vecteurs habituéis

P. ariasi • P. perniciosas
Réservoir habitué'

le Chien

I Délimitation empirique
du foyer

DISTRIBUTION GÉOGRAPHIQUE
DES VECTEURS

LIMITE ET SECTORISATION
DE L'AIRE ENZOOTIQUE

Étape commune
_ Stratifieation géographique m

Strate : «étage phytoécologiquesí
Densités relatives des
Phlébotomes vecteurs

Fréquences de
Tenzootie canine

jI Modes de liaisons .

Réservoir canin • Phlébotomes^"*

CORRÉLATIONS VECTEUR-RÉSERVOIR

Redécoupage de l'espace
Carte noso-écok>g¡que

Fig. 3. Estructura y límites de un foco según Rioux y col.
(Tomado de Rioux y col 1977).• 9
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FONCTIONNEMENT DU FOYER

Nombre de
Phlébotomes

Nombre de Chiens
infestante

Nombre de Chiens
infesté*

\t
Nombre de Phlébotomes

infestés
Nombre de

Phlébotomes infestante

Effectifs des populations
du Réservoir canin

Fig. 4. Funcionamiento hipotético de un foco.

(Tomado de Rioux y col 1977)• f
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Enf. Hoisbre
Ziaodeaa

Reservorio (P)
Ziaodeaa

Vector
Ziaodeaa

Focos Referencias

Italia

Baccinello LV, LC Perro (3.77.)
MON-Í, HQN-82

P.perfilieni
P.perniciosas

Bettini y col
Grafaiccia y col., 1982a
Sraiñiccia y col., 1982b
Pozio y col., 1981b
Sradoni y col., 1983
Bettini y col., 1980
Haroli y Bettini, 1977

1983' !

Rata (3/143)
HON-1

Zorro (1/33)
H0N-B2

Monte

Argentarlo
LV Perro (247.)

HQN-1, KON-27
P.perniciosas
P.perfilieni

Haroli y Bettini, 1977
Pozio y col., 1981b
Srasiiccia y col., 1982a
Bettini y col., 1983
Horeno, 1989

Rata
HON-1

Francia

Languedoc
Rousilíon
(Cevennes)

LV, LC, LHC
HON-1, NON-29

Perro (3X) P.ariasi
HON-1

Rioux y col., 1968a
Rioux y col., 1973
Rioux y col., 1984
Lanotte y col., 1980
Killick-Kendrick y
Rioux, 1981
Horeno, 1989

HON-1

Zorro (2/99) P.perniciosas
HON-1

Pirineos
Orientales

LV, LC
HON-1, NON-ii
HON-29, HQN-33

Perro (3.77.) P.ariasi
HON-29

Rioux y col., 1980
Rioux y col., 1985
Haazoun y col., 1981a
Horeno, 1989

HON-1

P.perniciosas
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Enf. Hoffibre
ZioQdema

Reservorio (P)
Ziaodeaa

Vector
Ziiodesa

ReferenciasFocos

Provenza t
Costa Azul

LV, LC Perro (101) P,perniciosas Ranque y col., 1977
Marty y col., 1936
Marty y col., 1938a
Jaiibou y col., 1986
Moreno, 1989

MON-1 MON-1 J

LV Nicoli y Quilici, 1965
Rioux y col., 1972b
Leger, 1977
Maazoun y col., 1981a
Moreno, 1939

Córcega Perro (6.7X) P.perniciosas
MON-1 MON-1

Portugal

Arrábida
(Lisboa)

LV,? Perro (11.57.) P.perniciosas Abranches y col., 1983a
Abranches y col., 1983b
Abranches y col., 1984
Abranches y col., 1986
Pires, 1984
Moreno, 1989
Sonzález y col., 1987

MON-1 MON-1 i.n.

Zorro (67.) P.arinsi
MON-1 i.n.

Tabla 2. Estructura de algunos focos leishmaniósicos del

Mediterráneo. Agente etiológico L.infantum.

Zimodemas según nomenclatura del Laboratoire

d'Ecologie Medicale de Montpellier.
* Datos procedentes de distintos trabajos realisados en la sona

sin que coincidan en el espacio ni en el tiempo.

(P) Prevalencia de la parasitosis
i.n. Infestación natural
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II. MOTIVACION , OBJETIVOS Y

PLAN DE TRABAJO
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II. MOTIVACION, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Después de algunos años en los que la leishmaniosis estuvo

casi olvidada en nuestro país, en la pasada década se

reemprendió su estudio por parte de diversos grupos de

investigación, de tal manera que, en la actualidad, se están
realizando esfuerzos importantes para su mejor conocimiento.
En ello ha influido decisivamente el notable incremento que

ha sufrido la prevalencia de la leishmaniosis canina en toda
la región mediterránea y el carácter oportunista de la
infección humana, consecuencia del cual la asociación SIDA-
Leishmania es cada vez más frecuente. La inclusión por la

O.M.S. de la leishmaniosis entre las enfermedades tropicales

de estudio preferente ha propiciado la investigación
fundamental, lo cual, junto a los avances tecnológicos,

aplicables a los campos de la taxonomía y biología molecular,
ha dotado a los estudios epidemiológicos de una especial
efectividad. Todo ello permite un mejor conocimiento de la
estructura y funcionamiento de los focos de leishmaniosis,

que es fundamental tanto para comprender mejor su

epidemiología como para establecer medidas de control
adecuadas.

Incluido en este marco general del estudio de la leishmaniosis
en el oeste mediterráneo, y dentro de programas de

investigación nacionales e internacionales

Cooperación hispano-francesa, CEE ), se están realizando en

el Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Farmacia de

Barcelona estudios sobre la eco-epidemiología y etio-patogenia
de la leishmaniosis en Cataluña.

(CICYT,

En esta línea se incluye nuestro trabajo sobre un foco

(Tarragona), donde

interés

epidemiológico: plurivectorialidad intrafocal (Rioux y col.,

1986a),

localizado en la comarca del Priorat

estudios previos habían indicado gransu

coexistencia de diversos zimodemas en condiciones
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1986a; Moreno, 1989)

y el hallazgo de un zimodema, MON-29, de reservorio

1986a).

simpátricas y/o sintópicas (Rioux y col • *

desconocido (Rioux y col • >

EL OBJETIVO principal del trabajo ha sido profundizar en el

conocimiento de la estructura y funcionamiento del foco a

través del conocimiento de cada uno de los integrantes del

ciclo:a)El parásito: caracterización bioquímica de las cepas

circulantes.b)El vector: especies responsables de la vehiculación y

su repartición espacial.c)El reservorio; la leishmaniosis canina: prevalencia,
evolución clínica, y búsqueda de otros posibles
reservorios.

y de la forma con que se relacionan entre sí.

Para ello se estableció el siguiente PLAN DE TRABAJO:

Realización de encuestas serológicas de toda la

población canina de la comarca mediante la técnica

"Dot-ELISA".

Observación clínica de los animales analizados para

relacionar la clínica con la serología.

Seguimiento periódico de algunos animales para observar
su evolución clínico-serológica.
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Aislamiento de cepas de Leishmania de los animales

seropositivos y su caracterización isoenzimática.

Estudios serológicos en otras especies animales,

posibles reservorios, especialmente reservorios

sinántropos, y cultivo e inoculación animal de los

seropositivos.

Capturas de flebótomos mediante la técnica de los

papeles adhesivos para determinar su distribución y

densidad.
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L AD EDESCRIPCIONIII.

ZONA DE ESTUDIO
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III. DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO

III.l FISIOGRAFIA

III.1.1. SITUACION GEOGRAFICA

1974; Generalitat de Catalunya, 1981)(En Iglesias, J • 9

El Priorat. es una comarca de la provincia de Tarragona

(Fig.5), en la región mediterránea, con una extensión de

517.21 Km2, comprendida entre las coordenadas geográficas

0 ° 43’- 1*0’ longitud E y 41*4’- 41*20’ latitud N.

Está formada por una depresión, que sigue el curso del río

Siurana, formada por la Cordillera Prelitoral Catalana, que

al llegar al Priorat se desdobla en una línea que, con el

Montsant, prolonga su orientación de NE a SE, y otra que va

hacia el mar separándola de la comarca del Baix Camp (Sierra
de LLavanera, Sierra de Tivissa). La depresión formada queda

abierta, hacia el oeste, a la comarca de la Ribera d’Ebre. El

Priorat está pues constituido, por la depresión central y las
montañas periféricas que lo conforman, lo que conlleva un

desnivel de más de 1000 m.

Se distinguen tradicionalmente cuatro sectores diferenciados

(Fig.6):

1. Priorat histórico, en la vertiente meridional del

macizo del Montsant, actualmente ampliado a la zona de
suelos esquistosos sobre pizarras paleozoicas, al que

podemos denominar Priorat geológico. Comprende los

municipios de: Poboleda, Porrera, Gratallops, La

Morera, Torroja, Vilella Baixa, Vilella Alta, Bellmunt

del Priorat, LLoá y parte del término de El Molar y

Falset.
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núcleo central o Priorat. geológico por el sur y el

oeste, desde La Figuera hasta Pradell de la Teixeta,

constituido por terrenos secundarios de granito, de

naturaleza ácida, y terrenos calcáreos.3.La zona del NO que limita con el Montsant, de terrenos

triásicos y oligocénicos que comprende los municipios
de Cabassers, La Bisbal de Falset y Margalef, y

corresponde a una parte de las tierras de la antigua
"Baronía de Cabassers".4.La zona del NE entre la Sierra de Prades y del

Montsant, de suelos esquistosos y calcáreos, que

corresponde a las poblaciones de Arbolí, Cornudella y

Ulldemolins, antiguamente conocido como la "Fossa de

Cornudella-Ulldemolins".

Fig. 5. El Priorat : comarca de la provincia de Tarragona.
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Fig. 6. El Priorat . Estructura interna de la comarca y sus

límites.
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III.1.2. LOS SUELOS

(En Iglesias, J., 1974; Bolos, O 1984)de y Vigo, J• > • I

La parte central (200 Km2) está constituida por esquistos

pizarrosos

pedregosos y muy poco humíferos, de tipo ácido. Estos forman
montañas negruzcas, redondeadas por el envejecimiento, que van

perdiendo altura desde el este (Coll de 1'Alforja, 922 m

altitud) hacia el oeste (250 m-300 m altitud). En el norte se

levanta el macizo del Montsant, formada por grandes bloques
de conglomerados oligocénicos de suelos carbonatados (150

Km2). En el oeste, siguiendo el curso bajo del río Siurana,

en los alrededores de Falset, aparecen suelos secundarios de

granito de naturaleza ácida (30 Km2). Las montañas que lo

envuelven,

carbonatados, y representan 140 Km2 de extensión.

del paleozoico, con suelos poco profundos,

calcárea,de naturaleza suelosgeneran

III.1.3. LA RED HIDROGRAFICA

(En Iglesias, J 1974; Generalitat de Catalunya, 1981)• í

Los ríos principales son el Siurana, el Montsant y el

Cortiella, todos ellos de caudal modesto (Fig. 7). El río
Siurana y el Cortiella recorren la comarca de este a oeste,

erosionando a su paso las pizarras paleozoicas de la zona

central. El río Montsant presenta carácter más periférico,
entre las montañas del Montsant y la Sierra de la LLena, que

limita con la comarca de Les Garrigues. Hidrográficamente la
comarca pertenece a la cuenca del río Siurana, que recoge las

aguas del río Cortiella y Montsant para desembocar más tarde

en el río Ebro.

Existen dos embalses, el de Siurana en el término de

Cornudella, con una capacidad de 12 Hm3, que cede sus aguas

a la comarca del Baix Camp, y el de Els Guiamets, en el
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extremo sur de la comarca, con 10 Hm3, que posibilita el

regadío en dos términos del Bajo Priorat (Els Guiamets y El

Masroig).

Completando la red hidrográfica destacan las fuentes o minas,

que son aguas subterráneas, utilizadas para el riego y para

el consumo en los municipios.

£

.Vo■e-

Pantano
de Siuw La

[río

'taño
le

Fig. 7. El Priorat . Red hidrográfica.
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III.2. BIOCLIMA

III.2.1. EL CLIMA

(Bolos, O 1984; Molero, J. , 1976)de, y Vigo, J• I • 9

Posee un bioclima xerótico claramente mediterráneo, según la
definición de Gaussen, caracterizado por ser templado y seco.

Las temperaturas son elevadas, con una media anual de 15*C
(8'C en enero, el mes más frío; 24*C en agosto, el mes más

cálido), que asciende a 16‘C en el Bajo Priorat . Las

precipitaciones anuales oscilan entre 500-600 mi anuales,

sobrepasando los 600 mi en los sectores montañosos, con dos

máximos en la primavera y el otoño, y una fuerte sequía en

verano. Tan solo en las zonas más altas del Montsant llegan

a imperar condiciones discretamente axeroméricas, de tipo

submediterráneo, con un período hivernal más o menos largo y

un período estival sub-húmedo o sub-árido.

Debido a su particular distribución geográfica, protegido por

las montañas periféricas y abriéndose al oeste hacia la

Depresión de Mora, recibe de esta zona influencias cálidas

que se extienden por todo el Bajo Priorato. La zona norte

situada entre El Montsant, las montañas de Prades

1'Argentería, recibe influencias más crudas, propias de estas

altitudes. La zona del NO recibe además influencias del clima

continental de LLeida penetrando por Margalef, y de la Ribera
entrando por La Figuera y la Bisbal, proporcionando a esta

zona unas características especiales de valle cerrado, de
clima más húmedo y térmico gracias a fenómenos de inversión

térmica.

y de
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III.2.2. LA VEGETACION

1976; Bolos, O

1986)

(Molero, J

Guillen, R

de y Vigo, J. , 1984; Folch• > • J

• )

La vegetación es de carácter mediterráneo (submediterráneo)
donde predominan, en condiciones naturales, el bosque de
encinas y viburno (Quercetum ilicis galloprovinciale) , que

corresponde a la descripción de bosque esclerófilo típico.
En la zona occidental, de clima más seco y continental, es

substituido parcialmente por el carrascar o encinar

continental más pobre (Quercetum rotundifoliae) y en las zonas

altas y umbrías del Montsant aparece un bosque sub-

mediterráneo de roble valenciano y pino negro (Violo-Quercetum

fagineae) , y de pino rojo en las cumbres ( Violo Quercetum pinetosum

sylvestris) .

Las encinas han sido suplantadas en muchas zonas por el bosque
de pino blanco, que primitivamente se limitaba a terrenos

abruptos y muy secos. La deforestación ha sido importante,

provocando la aparición de extensas garrigas, sobre todo en

los terrenos calcáreos.

Al conjunto de la comarca se le asignan 3625 hectáreas de

pinos, 3392 hectáreas de bosques bajos, 2077 ha. de pastoreo

y garrigas, 4409 ha. de espacios improductivos, 62 ha.de
árboles de ribera y 312 ha. de bosque y garrigar en la zona

del NE en Arbolí.

La vegetación de la comarca, de carácter mediterráneo,

presenta pues una variabilidad remarcable, debido a su

situación en una encrucijada de climas y por su diversidad

litológica (calizas, granitos, esquistos, etc.). Se puede
dividir la comarca en grandes fragmentos definidos por la
influencia climática preponderante (territorio de influencia

climática) (Molero, 1976):
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Territorio de influencia climática mediterráneo-

marítima. Es el territorio bajo influencia del clima

mediterráneo costero, que ocupa la franja de material

granítico y pizarroso cerca del Baix Camp, la mayor

parte del Priorat esquistoso y parte del Montsant

Occidental, donde predomina el encinar (Quercetum ilicis

galloprovinciále) y sus comunidades de degradación, y el

pino blanco ( Pinus halepensis).

Territorio de influencia climática mediterráneo-

continental, que comprende la zona norte del Priorat

hasta las faldas meridio-occidentales del Montsant. La

Sierra de la LLena, en la zona occidental, sirve de

influencias1 imite

continental-estépicas que llegan de la comarca de Les

Garrigues y de la Ribera d’Ebre. Sin embargo, los aires

secos y tórridos penetran a través de las bajas

altitudes y depresiones topográficas (La Figuera, La

Granadella) y llegan hasta las faldas meridio-

occidentales del Montsant.

altitudinal frente lasa

Destaca la zona del NO, de Cabassers y Margalef, que

posee un clima más húmedo y térmico a pesar de las

influencias continentales, gracias a fenómenos de

inversión térmica. La Bisbal de Falset aparece como la

zona más seca por su proximidad a las tierras de Les

Garrigues.

En las vertientes solanas predomina el carrascar

(Quercetum rotundifoliae), junto con el encinar (Quercetum
ilicis galloprovinciále) , encontrándose también robledos

( Violo-Quercetum fagínese) en las zonas más umbrías (Q.

faginea y Pinus nigra) .

Aparecen pequeños bosques de encina carrasca o encinar

continental (Q.rotundifoliae) en puntos de la Sierra de la
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LLena y del Montsant. En la zona de Ulldemolins aparece

un bosque importante, gracias a las condiciones
climáticas locales, influenciadas por la altitud y por

los vientos secos y térmicos de Les Garrigues que

chocan con los vientos fríos y húmedos que soplan de la

zona de Prades.

Territorio de influencia climática mediterráneo-

montana. Situado en la zona alta y umbría del Montsant,

con bosque sub-mediterráneo representado por dos

asociaciones Violo-Quercetum faginae, que suele ocupar el

piso inferior y que asciende a las cumbres acompañado

del P.silvestris y el Buxo-Quercetum pubescentis en los

barrancos más sombríos del Montsant, que reaparece en

las vecinas montañas de Prades.

III.3. LA POBLACION

(Iglesies, J., 1974; Gran Enciclopedia Catalana, 1978;

Generalitat de Catalunya, 1981)

El conjunto de la comarca ha experimentado una continua

pérdida de población desde 1900, por el éxodo de sus

habitantes hacia otras zonas, que provoca la aparición de una

población envejecida. Se ha calculado una densidad de 23.52

h/Km2 en 1970, con un porcentaje bajo de población diseminada

del 0.86% (1970).

En Falset, la capital de la comarca, se encuentra el 22% del
total de la población actual (más de 2500 h), y el resto

distribuido en los municipios restantes. Aparte de Cornudella

que casi alcanza los 1000 habitantes, la mayoría de los

municipios poseen menos de 500 habitantes.
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La población se concentra en la zona comprendida entre 250-
500 m, que representa la mayor parte del Bajo Priorat

el Priorato histórico, distribuyéndose por altitudes como se

indica en la Tabla 3.

y todo

Altitud Población
(%)(m)

100-250
250-500
500-700
Más de 700

21.40
60.00
15.50
3.10

Distribución de la población en la comarca según
la altitud en 1960. (En Iglesies, J

Tabla 3.

1974)• >
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IV. ESTUDIO DE LA

LEISHMANIOSIS CANINA
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MATERIAL Y METODOS
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IV. ESTUDIO DE LA LEISHMANIOSIS CANINA

IV.1. MATERIAL Y METODOS

IV.1.1. MUESTREO

IV.1.1.1. Elección del sistema de muestreo

Al plantear el estudio epidemiológico de una enfermedad en

una zona es importante la elección del sistema de muestreo,

para conseguir unos resultados fiables. En nuestro caso, para

conocer la prevalencia de la enfermedad en la población

canina, se ha realizado una encuesta transversal, aplicando
el método de "muestreo exhaustivo" en cada una de las

localidades de la comarca, basado en el análisis de todos los
individuos.

Teóricamente el estudio sería sobre todos los perros de la

comarca, pero en la práctica siempre existe un cierto número

que se escapa a la encuesta. Autores como Lanotte (1975) y

Marty y col. (1986), al estudiar la repartición de la

leishmaniosis, indican que la presencia de estos individuos
no localizados no conduce a diferencias estadísticas

apreciables.

Asimismo, para conocer la incidencia de la leishmaniosis en

la población canina sana y la evolución de la enfermedad, se

han realizado estudios longitudinales de seguimiento en

diversas localidades durante varios años.

Las encuestas se han centrado en los municipios, aprovechando
las campañas obligatorias de vacunación anti-rábica, donde
debían acudir tanto los perros del municipio como los de los

alrededores.
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IV.1.1.2. Población prospectada.

Se han estudiado 1067 perros procedentes de 26 localidades

de la comarca del Priorato (Tabla 4, Fig.6 pag.^í ), que

acudieron a las diversas campañas de vacunación anti-rábica
realizadas en estos municipios entre los años 1985-1990. En

335 perros se han realizado uno o varios controles serológicos

posteriores, lo que representa un total de 1493 muestras

analizadas (Tabla 5).

Altura Censo Habit. Perros anal.N* (1986)
Localidad
N‘ Nombre N°m

531- Bellmunt
2- Cabassers
3- Capganes
4- Ciurana
5- Cornudella
6- El Molar
7- Els Guiamets
8- Falset
9- Gratallops10-La Bisbal11-La Figuera12-La Morera13-La Torre de F.
14-LLoá

15-Margá
16-Margalef
17-Masroig
18-Poboleda
19-Porrera20-Pradell T.21-Scala Dei
22-Torroja
23-Ulldemolins24-Vilella Alta25-Vilella Baixa26-La Venta P.

261 340
367357 36

223 438 19
737 * 9
533 951 113
228 348 51
226 305 33

2603 140363
270321 41

373 311 20
575 141 20

120743 13
369 77 5
219 169 15
315 610 26
378 165 22
192 600 42

385343 86
316 474 77
463 279 30
470 ** 14
331 139 53

553651 38
327 140 43
214 195 33
420 * 35

26 localidades 1067

Tabla 4. Localidades estudiadas en la comarca del Priorato ( 20.2
habitantes por km^, 99% población agrupada)
* Depende adainistrativaaente de Cornudella. Censo realisado conjuntaaente
** Depende adainistrativaaente de La Morera. Censo realisado conjuntaaente.

(En Caixa De Catalunya, 1989)
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AMOS

Localidad (N*) 1985 1986 1987 1988 1989 1990 En todo el período

53(58)
30(31)

53 (58)
36 (58)
19 (23)
9 (9)

113(161)
51 (82)
33 (43)
140(205)
41 (46)
20 (20)
20 (21)
13 (22)
5 (5)

15 (21)
26 (29)
22 (34)
42 (46)
86(127)
77(119)
30 (32)
14 (17)
53(122)
38 (38)
43 (43)
33 (67)
35 (45)

Belliunt 1
Cabassers 2
Capones 3
Ciurana
Cornudella 5
El Kolar 6
Els Guiaiets 7
Falset

Gratallops 9
La Bisbal 10
La Figuera 11
La Morera 12
La Torre F. 13

27(27)
18(18) 4 (5)

9 (9)4

69(69) 41(45)
43(48)
33(43)
43(50)

47(47)
34(34)

81(82)
28(28)

73(73)8

18(18)
20(20)
20(21)

13(13) 9 (9)
5 (5)
15(21)
26(29)

LLoa 14

Mar;a 15
Margalef 16
Hasroig 17
Poboleda 18
Porrera 19
Pradell T. 20
Scala Dei 21
Torroja 22
Ulldesolins 23
Vilella A. 24
Vilella B. 25
La Venta P. 26

15(15) 19(19)
42(46)
36(39)60(60) 28(28)

45(53) 11(16) 50(50)
30(32)

11(11) 1 (1) 5 (5)
32(32) 33(35) 32(34) 21(21)

38(38)
23(23)
26(29) 22(22)
28(34) 11(11)

20(20)
16(16)

69(69) 96(96) 32(32) 272(283) 627(695) 318(318) 1067(1493)

Tabla 5. Distribución temporal de los animales analizados.

N°: número de la localidad

Número de perros (Número de muestras)
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localidades,

características particulares, tres enclaves:

sido consideradosHan por suscomo

Ciurana y Scala Dei, que a pesar de formar parte de las

poblaciones de Cornudella (N°5) y La Morera (N°12)

respectivamente, han sido consideradas núcleos de

población independientes por encontrarse a una distancia

mayor de 2Km de los pueblos a los que pertenecen y a una

altitud muy distinta.

La Venta del Pubill, donde se han englobado tres pequeños

núcleos de población, dos caseríos convertidos en

restaurantes (La Venta y Els Abellars) y un criadero de

perros. Estos puntos situados muy próximos entre si, (en
un radio de lKm), y bastante alejados de las poblaciones

circundantes (Poboloda, Cornudella y Porrera), reunían un

elevado número de perros. Por este motivo se consideró
conveniente que se trataran como un grupo aparte.

IV.1.1.3. Identificación del animal

Los perros se han identificado mediante una ficha individual

numerada donde constan sus principales características: edad,

raza, aptitud, pelo, peso, lugar de origen, lugar de
residencia y desplazamientos.

sexo

Se indica también la fecha del análisis, los resultados, el
estado clínico, en especial los síntomas que pueden hacer

sospechar una leishmaniosis, y toda la información que aporte
el dueño del animal (Fig. 8).
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Si O titol
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Fig. 8. Ficha modelo de los animales controlados en el

estudio
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IV.1.2. DIAGNOSTICO

IV.1.2.1. Diagnóstico clínico

Se ha observado el estado clínico de los perros con especial

referencia a las lesiones cutáneas. Son característicos los

cuadros cutáneos de alopecia no prurítica simétrica y

bilateral, con fuerte descamación, y los cuadros ulcerativos
en cabeza y extremidades primordialmente (Ferrer y col

1988). Al ser la leishmaniosis una infección generalizada, que

afecta a diversos órganos generando procesos inflamatorios

(bazo, médula ósea, riñón, hígado, suprarrenales, piel), puede

presentarse bajo muy diferentes síntomas. Entre los

principales o más indicativos cabe destacar: caquexia y

anemia, fiebre, epistaxis, síndrome nefrótico o insuficiencia

renal progresiva debido a una glomerulonefritis causada por

depósitos de complejos inmunes formados en la circulación,
lesiones cutáneas, queratoconjuntivitis, linfadenitis,

hepatoesplenomegalia, artritis, onicogriposis, etc (Adler y

Theodor, 1932; Sánchez Botija, 1947; Catarsini,

Hernández Rodríguez y col., 1987; Bergeud, P

y col., 1988; Nieto y col
síntomas distribuiremos los perros siguiendo el criterio
utilizado por Mancianti y col. (1988a):

• 9

1981;

1988; Cabassu

1990). Ante tal diversidad de

• 9

• 9

0 asintomáticos: completa ausencia de síntomas y signos

referibles a una infección por Leishmania.

+ oligosintomáticos: adenopatía, pérdida de peso y/o pelo

hirsuto.

++sintomáticos: cuando presentan todos o algunos de los

signos severos de la enfermedad: alteraciones cutáneas

(depilaciones, furfuráceos, úlceras),

onicogriposis, queratoconjuntivitis, rigidez en las

eczemas

patas posteriores, etc.
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IV.1.2.2. Diagnóstico etiológico

Basado en la observación del parásito, Leishmaniat en su forma

amastigota o promastigota, mediante examen directo o después
de cultivo. Se ha utilizado para confirmar el diagnóstico en

animales con serología positiva significativa.

A. Toma de muestra

Obtener una buena muestra es imprescindible para conseguir

un diagnóstico fiable. En el perro leishmaniósico el parásito

puede encontrarse en diversos órganos, pero con mayor

frecuencia en ganglios, médula ósea, bazo, hígado y piel.

A.1.Punción ganglionar

Recomendada por su sencillez, buenos resultados y bajo riesgo

(Giraud y Cabassu, 1936; Rioux y col
ha sido la técnica más utilizada en el presente estudio.

1968b; Lanotte, 1975),• I

La punción se ha realizado en el ganglio poplíteo, situado
en la cara posterior de la rodilla.

Técnica: el animal se coloca en decúbito lateral. Se rasura

y desinfecta la zona, con alcohol de 70' y se anestesia con

clorhidrato de lidocaína (Cidancaína R, Lab. CIDAN, SA). Se

deja actuar el anestésico durante unos minutos y se procede
a la localización del ganglio comprimiéndolo entre los dedos.

Se introduce, perforando la piel y después buscando el

ganglio, una jeringa (ICO estéril) de 5 mi con 1 mi de

solución salina y 1000 UI de penicilina, con aguja de 1.1x40
mm. Se realizan varios movimientos rotatorios con la aguja y

se procede a la aspiración del líquido ganglionar.
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El aspirado ganglionar es rápidamente inoculado en 4-5 tubos

de medio de cultivo NNN (Novy, Mcneal, Nicolle) para el

aislamiento del parásito. El resto del material obtenido se

extiende en portaobjetos completamente desengrasados para

proceder a su tinción con colorante de Giemsa.

A.2. Punción de médula ósea

La punción esternal de médula ósea (Carda Aparici, 1949;
Covaleda y col., 1951; Groulade y Bourdeau, 1988) ha sido
también practicada. Es una técnica sencilla, pero comporta

mayor peligrosidad.

Técnica: el animal se coloca en posición lateral y se rasura

y desinfecta la zona a puncionar. Con dos dedos se localiza
la unión cartílago-costal (epífisis costal) de la costilla

(entre la 5a y la 6a) y con una jeringa de 5ml (ICO estéril),
con 1 mi de solución salina y 1000 UI de penicilina, y aguja
de 0.9x25 mm, se penetra directamente en la médula ósea y se

realiza el aspirado.

El material obtenido se siembra en 4-5 tubos de medio de

cultivo NNN y se realizan, con el resto, varios frotis en

portaobjetos.

A. 3. Biopsia cutánea

Poco utilizada para el diagnóstico, ya que es una técnica

agresiva y de resultados mediocres, la biopsia cutánea es,

sin embargo, importante para la identificación de cepas de
Leishmania con carácter dermotrópico.

Las biopsias se han realizado de las úlceras o formaciones

pre-ulcerosas que suelen localizarse en las articulaciones
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de las patas, en el hocico y en las orejas. Los mejores
resultados se obtienen al biopsiar los márgenes de la úlcera

1984), donde se encuentran la(Carda Aparici, 1949; O.M.S

mayoría de las formas parásitas.

• *

Técnica: se limpia cuidadosamente la zona a biopsiar,
levantando la costra si ésta se ha formado. Utilizando siempre

material estéril, se realiza la biopsia con ayuda de un

sacabocados de 4 mm de diámetro y, con pinzas y tijeras, se

extrae y corta la pequeña porción biopsiada. Colocada en un

homogeneizador, con un poco de solución salina estéril y

penicilina (1 mi de solución salina con 5.000 UI de

penicilina), se tritura y se siembra en varios tubos de medio

de cultivo.

A.4. Otras técnicas

La punción de bazo y de hígado son técnicas, principalmente

la primera, de buenos resultados pero peligrosas por el riesgo
de hemorragias que comportan (Groulade y Bourdeau, 1988). Las

técnicas de hemocultivo no son satisfactorias (Lanotte, 1975,
Groulade y Bourdaeu, 1988).

B. Examen directo de la muestra

La visualización del agente causal proporciona el diagnóstico
de certeza frente a una parasitosis. Para lograr la

observación directa del parásito, el material retenido en la

aguja inyectable se ha extendido en porta-objetos limpios y

desengrasados, procediendo a su tinción posterior por el

colorante de Giemsa. Los frotis se han dejado secar

perfectamente y fijado con metanol 5 min., antes de proceder
a su tinción.



-61-

Tinción Giemsa

La solución colorante se prepara añadiendo dos gotas de

solución Giemsa (Merck) por mi de agua destilada, y el mismo

número de gotas de agua corriente.

Los frotis se cubren durante 30 min. con la solución

colorante. Después, se escurre el exceso de colorante, se

lavan con agua corriente y se dejan secar al aire.

La observación se realiza al microscopio a 1000 aumentos.

C. Cultivo de la muestra

El cultivo de la muestra se ha realizado para confirmar el

diagnóstico serológico y para lograr aislar y posteriormente
identificar el agente etiológico.

Se ha utilizado el medio NNN (Novy, McNeal y Nicolle), que

es el medio habitualmente usado en nuestro Laboratorio para

el aislamiento de cepas de Leishmania. Sin embargo, en

ocasiones, se ha recurrido a medios más enriquecidos.

La muestra se inocula en el medio difásico, 4-5 tubos, de
modo que el material realmente inoculado esté muy diluido,
lo que favorece el crecimiento de la forma promastigota del

protozoo. Es de primordial importancia cuando la muestra a

inocular es muy sanguinolenta (Evans, 1987a).

Los tubos inoculados se colocan en la estufa a 24°C. A los 7

días se realiza el primer examen microscópico, entre porta y

cubre, de una gota de la fase líquida donde crece el protozoo.

Cuando el examen es negativo, se reinoculan en nuevos tubos,
de modo que hasta la cuarta resiembra no se considera un

cultivo como negativo.



-62-

C.1. Medio NNN (Novy. MacNeal y Nicolle)

Es un medio agar-sangre difásico, no definido, compuesto de
una fase sólida y de una fase líquida formada por su propio

exudado.

Composición:

- Bacto-agar (Difeo)
- Cloruro sódico .. . .

- Agua destilada . . . .

- Sangre de conejo .

10 g

6 g

1000 mi

10-12%

Preparación del medio:

- Agar: Se calienta el agua destilada a unos 80’C y se

añade el cloruro sódico. En forma de lluvia, se agrega

el bacto-agar y se lleva a ebullición durante unos

minutos, con la precaución de agitar constantemente

para evitar la formación de grumos.. El agar se

distribuye en tubos (9ml) o bien en frascos de Roux

(100 mi) y erlenmeyers (25-30ml), que son utilizados

para realizar cultivos en masa de los promastigotes.

Después, los recipientes conteniendo el agar se

esterilizan en el autoclave a 121’C durante 20 min. y

se guardan en nevera.

Sangre de conejo: Se obtiene por punción cardíaca. Se

limpia la piel con alcohol de 70’ y se introduce una

aguja de 1.1x40 unida a una jeringa de

poliestireno estéril (ICO) de 50 mi, de modo que vaya

directamente al corazón. La sangre se coloca en un

erlenmeyer estéril con 3 mi de citrato sódico estéril

al 10% y 250.000 UI de penicilina sódica, y se conserva

en nevera a 4°C (máximo 15 días).

mm. ,
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- Mezcla del agar con la sangre. Se añade un 10-12% de

sangre a temperatura ambiente sobre la gelosa líquida,
a unos 45*C, y se procede a la agitación lenta en

movimiento rotatorio para evitar la formación de

burbujas y conseguir una buena homogeneización. A

continuación, se deja reposar durante varias horas a

temperatura ambiente, para obtener la solidificación
posteriormente, se colocan los

recipientes con el medio de cultivo en la nevera, donde

pueden almacenarse durante un tiempo máximo de tres
semanas.

del agar-sangre y»

C.2. Otros medios de cultivo

Medio sólido corazón-cerebro

Es un medio agar-sangre enriquecido, difásico y no definido,

adecuado para favorecer el crecimiento de cepas difíciles de

cultivar o para mejorar el rendimiento de los cultivos (Dedet
y Lanotte, 1969; Lanotte, 1975).

Composición:

- Bacto-Brain-Heart (Difeo)
- H 20 destilada
- Sangre de conejo

52 g

1000 mi

10-12%

Preparación del medio: semejante al método utilizado para

pag.¿¿). La ausencia de líquido
de exudación hace necesario agregar solución salina estéril

0.9%, para conseguir la fase líquida.

preparar el medio NNN (C.l * i
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- Medio líquido corazón-cerebro

Es un medio líquido utilizado para suplementar cultivos

difíciles o cultivos de escaso crecimiento en un medio

habitual como el NNN.

Composición:

- Bacto-Brain-Heart (Difeo)
- H 20 destilada

1 g

1000 mi

Preparación del medio: El agua destilada se calienta a 80'C
y se añade el agar, llevándose a ebullición durante algunos

minutos. El medio se alicuota y se autoclava a 121*C durante

20 min., para guardarse estéril en nevera.

D. Congelación de las cepas aisladas

Las cepas de Leishmania se conservan congeladas en nitrógeno

líquido, bajo la forma promastigota, en pequeños viales de

polipropileno estériles (Costar). Como agente protector se ha

utilizado glicerol a la concentración final del 10% (Allain,

1964).

Los promastigotes, obtenidos en medio de cultivo NNN después
de 7 días de incubación, son recogidos de la fase líquida para

proceder a su recuento en cámara de Neubauer. De cada cepa se

congelan 5 viales, que contienen lml de medio de cultivo (105

promastigotes/ml) con un 10% de glicerol.

Es importante conseguir un descenso gradual de la temperatura

para mantener la viabilidad de los promastigotes. Los viales
se congelan a -20*C y después de una hora se colocan en el

depósito del nitrógeno líquido (contenedor CDB 10, AOL), con

la precaución de situarlos en la fase del vapor durante varias
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horas, antes de sumergirlos en la fase líquida a -196*C (Chang

y Hendricks, 1985).

IV.1.2.3. Diagnóstico inmunológico.

Se ha basado en la detección de anticuerpos anti-Leishmania

para identificar los animales que han tenido contacto con el

parásito.

IV.1.2.3.1. Muestras: sangre total y/o suero

A. Toma de muestra

La sangre se ha extraído de la vena cefálica de la pata

delantera, con una aguja de 1.1x40 mm, después de ligera

presión en su parte superior. Se ha recogido en tubos de

plástico de 5 mi, correctamente identificados. Una alícuota

se ha embebido en papeles de filtro (Whatman n’3), igualmente
codificados.

B. Conservación de las muestras

La conservación y tratamiento previo de las muestras ha

dependido del sistema utilizado:

- Papel Whatman n*3: La sangre se deja secar

completamente y se almacena en congelador de -20’C,
temperatura a la que se considera que puede conservarse

durante largo tiempo (O.M.S., 1977; Jahn y Diesfeld,

1983; Ho y col., 1984; Seguí y col., 1990; Kagan, 1972;
Guimaraes y col., 1985). A temperatura ambiente, la
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muestra mantiene su título serológico durante

aproximadamente 40 días, observándose modificaciones

transcurrido ese período de tiempo en función de la

temperatura (Seguí y col 1990).• I

Sueros: La sangre recogida en tubo se deja coagular a

temperatura ambiente (O.M.S., 1977) y se centrifuga 20

min. a 2.500 rpm. Se separa el suero y se almacena

congelado, en diversas alícuotas, sin adicionar

conservantes, a -20‘C.

C. Preparación de las muestras

Las muestras se eluyen en el tampón de trabajo a la

concentración máxima a ensayar según la técnica.

Aplicando la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI),
se toma 1/10 en tampón fosfato (PBS) (Lanotte, 1975) como la

dilución mínima a ensayar y utilizando la técnica "Dot-Enzymo-
Immuno-Assay" ("Dot-ELISA"), se toma 1/100 en tampón Tris-
salino-tween-leche descremada al 1% (TST-leche 1%) (Anexo 3),

ya se parta de suero o de sangre total (Fisa y col, 1987).
La elución de la sangre embebida en el papel de filtro se

realiza mediante agitación constante durante una hora (Seguí
y col, 1990), prolongándose hasta 2 horas cuando se trata de

muestras largamente conservadas a -20'C, calculando la
dilución 1/100 como la correspondiente a un disco de papel de
6 mm de diámetro, eluído en 250 pl de tampón.

- Cálculo de la dilución 1/100 con sangre total absorbida
en papel Whatman n*3

Se halla la capacidad de absorción del papel de filtro

aplicando distintas gotas de sangre, de 1 pl a 10 pl, con
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pipeta Hamilton, y observando el diámetro de halo formado.

Se calcula que a un halo de 6 mm de diámetro le corresponden

5 pl de sangre, que es el diámetro estándar que realizan los
sacabocados del mercado.

Conociendo el hematocrito del perro, que es aproximadamente

del 50% (45±7), podemos deducir que al eluir un disco

estándar, que posee 5 pl de sangre o sea aproximadamente 2.5

pl de plasma, en 250 pl de tampón se consigue fácilmente la
dilución mínima de trabajo 1/100.

- Comparación en paralelo entre los resultados serológicos
obtenidos de suero y de sangre total recogida sobre papel

de filtro.

Sobre 59 muestras recogidas mediante los dos sistemas, suero

y sangre total sobre papel de filtro

estudio paralelo mediante la técnica "Dot-ELISA"-Proteína A-

pag.7£ ), partiendo en ambos casos de
la dilución mínima 1/100. Las muestras estudiadas fueron

seleccionadas previamente, de modo que fuesen representativas
de los distintos títulos serológicos. íóne/u,

se ha realizado un

PO (IV.1.2.3.2.A.2 • )

Los resultados obtenidos se expresan en la Fig.

observándose que las variaciones han sido de tan solo una

dilución, oscilaciones que no se consideran significativas

•(variación significativa en un test serológico: mínimo dos

titulaciones). Estadísticamente se ha hallado una buena

correlación, como indica el coeficiente

(Anexo é).

9,

de concordancia de

Kendall T=0.906, a<0.05
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1/6400

1/3200.

1/1600.

é1/600.

A1/400.

ss1/200. ••

sis1/100.,

o ■4F ■f
1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/64000

Fig. 9. Comparación suero/sangre total mediante la
técnica "Dot-ELISA".

IV.1.2.3.2. Técnicas serológicas utilizadas

Son técnicas basadas en la detección de anticuerpos

antígenocirculantes ant i-Leishmania, utilizando

promastigotes enteros de Leishmania.

como

A. Descripción de las técnicas

A. 1. Técnica IFI

Se ha utilizado el método de inmunofluorescencia indirecta,
basado en poner de manifiesto el complejo antígeno-anticuerpo
mediante una anti-inmunoglobulina marcada con fluorocromo,

siguiendo la pauta descrita por Quilici y col. (1968).
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-Material y reactivos utilizados

- Portaobjetos, de 18 pocilios de 4mm de diámetro.

- Antígeno, suspensión de promastigotes enteros de

Leishmania a la concentración de 2.106 promastigotes/ml

en PBS pH=7.2 formolados al 2%, obtenidos mediante
cultivo en NNN de una cepa autóctona de Leishmania

infantum (MCAN/ES/84/BCN-3 MON-1).

- Fijador, acetona anhidra durante 10 min. a temperatura

ambiente.

- Tampón de trabajo, tampón fosfato a pH=7.2 (PBS) (Anexo
5).

Sueros problema, diluciones seriadas en PBS (1/10,
1/20, 1/40, 1/80.... 1/1280). No se realiza la

descomplementación de éstos, ya que no aporta ninguna
modificación (Quilici y col 1968) .• $

- Conjugado fluorescente, anti-Inmunoglobulinas (anti-IgG

(H+L) de perro marcadas con isotiocianato de

fluoresceína (SEROTEC) a la dilución.1/100.

- Colorante de contraste, azul de Evans a la dilución

1/10.000, preparado extemporáneamente a partir de una

solución madre al 1/100 en PBS pH=7.2, que se puede

conservar en nevera en frascos color topacio. Su empleo
es recomendable para atenuar la fluorescencia

inespecífica, ya que produce un contraste más claro

entre los casos positivos y los negativos, además de
no modificar la sensibilidad de la reacción (Lanotte,

1975).
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- Líquido de montaje, glicerina tamponada (9 partes de

glicerina pura (Merck), 1 parte de tampón PBS pH=7.2),
que se conserva a temperatura ambiente durante el

tiempo aproximado de un mes.

- Microscopio de fluorescencia, Leitz Dialux 20 EB de luz

transmitida, con lámpara de mercurio de superpresión,
filtro de excitación selectivo de vidrio azul y filtro

de absorción amarillo. El condensador es de fondo claro

y a seco.

-Cálculo de la dilución de conjugado

Se ha utilizado un conjugado anti-IgG fluorescente comercial

(SEROTEC) a la dilución de 1/100 en tampón PBS pH=7.2,

valorado con sueros de titulación conocida proporcionados por

el Laboratoire d’Ecologie Medicale de Montpellier.

La dilución óptima se calcula por el sistema de diluciones
crecientes de suero y de conjugado, observando la dilución

que permite tener la diferencia máxima entre los sueros

positivos y negativos, mientras el control de conjugado

(antígeno incubado con el conjugado y el substrato) sea

totalmente negativo (O.M.S 1977).• >

-Marcha de la reacción

a) Los portaobjetos con el antígeno fijado se descongelan a

temperatura ambiente durante 10 min. y se fijan con

también a temperaturaacetona anhidra durante 10 min

ambiente.

• I

b) Se dejan secar al aire y se numeran.
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círculo (lOpl) y se incuban en cámara húmeda 30 min. a

37' C.d)Se lavan tres veces con PBS, durante 5 min. cada vez, y

se dejan secar.e)La incubación con el conjugado y la contracoloración se

realiza al mismo tiempo. Para ello, se cubre cada círculo
con 10pl de conjugado fluorescente a la dilución 1/100 en

azul de Evans al 1/10.000, y posteriormente se incuba en

cámara húmeda 30 min. a 37*C.f)Se realiza el lavado de los porta-objetos tal y como se

indica en el apartado d) y se dejan secar.g)Una vez secos, se procede a su montaje colocando unas

gotas de glicerina tamponada y cubriéndolos con un cubre-

objetos de 26x60 mm.h)La lectura se realiza con el microscopio de fluorescencia,

descrito anteriormente, con objetivo 40x.

-Controles

En cada examen se incluyen diversos controles:

a)Suero positivo de perro de título conocido a distintas
diluciones.

b)Suero negativo de perro a diversas diluciones.

c)Control de conjugado, para verificar que no existe

fluorescencia inespecífica debida al conjugado.
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-Criterio de positividad

La reacción se ha considerado positiva al observar una clara

fluorescencia verde brillante y negativa al observar una

coloración rojiza. Cuando la reacción es muy positiva tanto

la membrana y el flagelo como el citoplasma de los

promastigotes aparecen fluorescentes. Sin embargo, al
disminuir la positividad se mantiene la fluorescencia en la

membrana y el flagelo, para desaparecer del citoplasma que

pasa a ser de color rojo.

Consideramos como límite de positividad una coloración

irregular en la que la fluorescencia de la membrana empieza

adesaparecer.

A.2. Técnica "Dot-ELISA"

Se ha utilizado la técnica "Dot-ELISA" descrita y

1983a; Pappas y col. ,

1985b; Pappas y

Pappas, 1986) para el diagnóstico de la

leishmaniosis visceral en el Viejo Mundo. Es una técnica

inmunoenzimática, de lectura visual, que precisa pequeños

volúmenes de antígeno fijados sobre nitrocelulosa y un

substrato cromogénico precipitable. Es una técnica fácilmente

adaptable a estudios sobre el terreno, que presenta como

ventajas importantes su rápidez (aproximadamente 2h.),

transportabilidad, conservación de los reactivos a temperatura

ambiente, requerir muy pequeñas cantidades de antígeno,

estandarizada por Pappas (Pappas y col

1983b; Pappas y col., 1984b; Pappas y col

1985c;

• >

• í

col. ,

lectura visual y una sensibilidad y especificidad equivalente
a las técnicas ELISA estándar (Pappas y col 1984a). Por ello
ha sido aplicado por diversos autores al estudio de la

• I

leishmaniosis (Gustafson y col., 1985; Fisa y col 1987;
Srivastava y Singh, 1988; Scott y col., 1991) y al estudio de

• *

otras enfermedades (Pappas y col., 1985a; Boctor y col 1987;• t
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Téllez Girón y col

y Guevara, 1990; Zheng Hui-Jun y col

1987; Pappas, 1988; Chan y Ko, 1988; Paz

1990).

• 9

• I

-Descripción de la técnica

Soporte: Membranas de nitrocelulosa (Millipore). Permite
la unión de sustancias muy distintas como proteínas,
ácidos nucleicos, organelas subcelulares, hongos,

protozoos, bacterias y virus (Hawkes y col., 1982).

En un principio se trabajó sobre discos de nitrocelulosa
de 6mm de diámetro, que se colocaban en placas de

microtitulación de fondo plano de 96 pocilios (Greiner),
con ayuda de pinzas para evitar cualquier contaminación.

Después, con un aparato Bio-Dot (Bio-Rad), se han
utilizado membranas de nitrocelulosa de 9x12 cm, lo que

ha simplificado la manipulación al evitar tener que

realizar y colocar los discos en la placa de

microtitulación, y simplificar el vaciado de los reactivos

y los lavados.

Antígeno: Suspensión de promastigotes formolados al 1.5%
en PBS pH=7.2, a la concentración de 2.105

promastigotes/pl, obtenidos de una cepa autóctona de
Leishmania infantina (MCAN/ES/84/BCN-3 ZMON-1), como se indica
en el apartado IV.1.2.3.2.B., pag.7?.

Adsorción del antígeno: La unión de las proteínas a la
membrana de nitrocelulosa se basa en uniones no-covalentes

poco conocidas (Wallis y col.,1979; Preswood, 1981). Se
ha de tener en cuenta que la capacidad de adsorción de la

membrana va disminuyendo a lo largo tiempo.

La adsorción se realiza colocando 1 pl de antígeno con

jeringa Hamilton de 50 pl, con dispositivo de repetición,

y dejándolo secar durante una hora a 37*C.
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Bloqueo: Para evitar la unión inespecífica de proteínas
a la membrana de nitrocelulosa, lo que induciría a falsas

reacciones positivas o a una coloración de fondo

importante, es imprescindible bloquear la membrana con

una proteína inerte u otros agentes bloqueantes, de modo

que ocupen los sitios no ocupados por el antígeno.

Como solución bloqueante se emplea Tris-salino-leche
descremada al 5% (TST-leche 5%, Anexo 5) durante 30 min

en agitación, a temperatura ambiente.

♦ í

La membrana puede guardarse congelada a -20'C una vez se

ha realizado el bloqueo.

Adición de la muestra. Se adiciona el suero a analizar,
a las diluciones adecuadas, en el tampón Tris-salino-

Tween-leche descremada 1% (TST-leche 1%, Anexo 5) a fin

de evitar la fijación inespecífica a la fase sólida.

Se realizan diluciones crecientes, a partir de 1/100 hasta

1/6400, para conocer el título final.

Conjugado: Se emplea Proteína A marcada con peroxidasa a

la dilución adecuada. La Proteína A, aislada de la pared
celular del Staphyloccocus aureus (generalmente de la cepa

Cowan I), tiene afinidad por el fragmento Fe de muchas IgG

de diversos animales, que se indican en la Tabla 6. La

reactividad frente a las Ig depende de la especie, de la

clase y subclase de inmunoglobulina y de las condiciones

iónicas.

Según Goding (1978) la Proteína A posee como mínimo dos

puntos de unión accesibles a la porción Fe de las

inmunoglobulinas. Conjugada con un enzima como la

peroxidasa (Horseradish peroxidasa HRP) (Van y Weermen,

1971) puede ser utilizada frente a diversas especies, con
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una afinidad que es muchas veces superior a la de las

propias anti-Inmunoglobulinas. Además, el utilizar el
enzima unido a la proteína A produce generalmente menos

coloración de fondo que al unirse a una anti-

Inmunoglobulina. Sin embargo, es desactivada por el

preservativo azida sódica, muy utilizado en los
laboratorios (Pappas, 1988).

UniónEspecies
DébilFuerte No reac.

b IgG3Hombre IgGl,2,4

IgG,3 sub-
clases

Mono

Conejo IgG

IgG2IgGlVaca

bCerdo IgG

Oveja IgG2 IgGl

Cabra IgG2 IgGl

bPerro IgG

b IgGl,2c IgG2b IgG2aRata

Ratón IgG2a,2b IgGl

IgGl IgG2Hámster

Cobayo IgGl,2

Pájaros IgY

Tabla 6. Reactividad de la Proteína A frente a las inmunoglobulinas
de diferentes especies animales (Basado en Tjseen, 1986)

* Las subclases en itálica representan las IgG mayoritarias.
Otras clases de inmunoglobulinas pueden unirse también.

c Unión fuerte: IgG que eluye en una columna de Sepharosa-
Proteína A a pH< 6.0. Unión débil: IgG que eluye a pH>6.0.

b
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Cálculo de la dilución de conjugado: La dilución óptima

debe calcularse para cada nuevo lote de conjugado. Se

determina mediante un sistema de diluciones crecientes

en damero de suero y de conjugado (utilizando un suero

control positivo y un suero control negativo), para

obtener la máxima diferencia entre los sueros positivos

y negativos (O.M.S., 1977).

Se ha utilizado la Proteína A- PO (Sigma) a la dilución

1/1000- 1/2000, según el lote, en tampón TST-leche 1%,
incubándose a 37“C durante 30 min.

Substrato: Se ha usado el substrato cromogénico

precipitable (4C1N) 4cloro-l-naftol, (Merck) (Anexo 5).

Lectura: Se observa la aparición de pequeñas manchas azul

intenso, bien definidas, que corresponden a las gotas de

antígeno depositadas. La lectura se realiza observando la

máxima dilución donde aún aparece color.

-Marcha de la reacción

La membrana de nitrocelulosa, 9x12 cm, se humedece en el

tampón de trabajo Tris-salino (TS, Anexo 5) y se deja secar

una hora a 37 ‘C. Se coloca en el aparato Bio-Dot y se

sensibiliza con el antígeno colocando lpl en cada pocilio. A

continuación se deja secar durante una hora a 37°C, para

conseguir la adsorción a la placa, y se procede al bloqueo
de la membrana con TS-leche 5% durante 30 min. en agitación.
Tras lavar la placa con TS, ésta puede guardarse en congelador
a -30°C o bien utilizarse continuando la reacción enzimática.

Los sueros se incuban a las diferentes diluciones durante 30

min., a 37°C, a razón de 50 pl por pocilio en agitación
constante.
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Después de descartar las soluciones y lavar 3 veces con TST
durante 5 min. cada vez, se adiciona el conjugado Proteína
A-PO a la dilución adecuada, 50 pl/pocillo, dejándolo incubar
durante 20 min. a 37*C, en agitación lenta.

Se retira la membrana del aparato Bio-Dot y tras lavar la

placa con los tampones (2 veces con TST, 1 vez con TS y un

último lavado rápido con TS 500mM), se adiciona el substrato

cromogénico o dador de protones, a razón de 10 mi, al que se

Después, se deja incubar a

temperatura ambiente durante unos minutos hasta que los
controles positivos alcancen los valores conocidos y sin que

aparezca color en el control negativo. La reacción enzimática
se detiene añadiendo agua corriente, y se procede a la lectura

visual después de secar bien la placa.

ha añadido 4 pl de H202.

Controles, en cada una de las placas se incluye:

a)Controles positivos: se utilizan dos sueros positivos.

Un primer control positivo alto, con título 1/6400, y

un segundo control positivo bajo, con título 1/800.

b)Control negativo: se utiliza un suero negativo,

previamente valorado por IFI y "Dot-ELISA", que

corresponde a un perro joven de varios meses, con

posibilidades nulas de contacto con el parásito.

c)Control de conjugado: se realiza sin adición de suero

para observar que no existe reacción inespecífica entre

antígeno y substrato.

d)Control de suero: se realiza obviando la adición de

conjugado para descartar que el suero o la sangre total

posean actividad peroxidásica por sí mismos.
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B. Preparación del antigeno

Se ha utilizado como antígeno promastigotes enteros formolados

de una cepa de Leishmania infantum autóctona, MCAN/ES/84/BCN-3

ZMON-1, aislada por nuestro Laboratorio (9.4.1984) en un perro

(ganglio poplíteo), e identificada en el Laboratoire

d’Ecologie Medicale de Montpellier. La cepa se aisló en medio
NNN y se ha mantenido congelada en nitrógeno líquido.

Para preparar el antígeno es imprescindible conseguir un

crecimiento importante de promastigotes. Para ello se realizan

cultivos en masa, en frascos de Roux de 1000 mi, en medio NNN.
Al séptimo día la fase líquida se recoge y contrifuga a pocas

para eliminar losrevoluciones, 500 r.p.m. durante 10 min

residuos de gelosa que puedan existir. El sobrenadante se

• )

recupera y centrifuga, a 2.500 r.p.m. durante 5 min., para

lograr la sedimentación de los promastigotes. Se realizan a

continuación tres lavados del sedimento: el primero con

solución salina al 0.3%, para lisar los hematíes presentes,

y los siguientes con solución salina al 0.9%, centrifugando
a 2.500 r.p.m. durante 10 min.

Los promastigotes se resuspenden en el tampón de trabajo y

se procede al recuento en cámara Neubauer bajo el microscopio
a 400 aumentos, para conseguir la concentración adecuada. Para

la técnica de IFI la suspensión se ha preparado a la

concentración de 2.106 promastigotes/ml (Lanotte, 1975) en

tampón PBS formolado al 2%, y para la técnica inmunoenzimática
"Dot-ELISA" a la concentración de 2.105 promastigotes/pl en

tris-salino formolado al 1.5%.
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IV.1.3. IDENTIFICACION DEL PARASITO

IV.1.3.1. Criterio de identificación y clasificación
utilizado

La identificación de las distintas cepas aisladas se ha

realizado por la caracterización de sus perfiles enzimáticos.

Los enzimas regulan las reacciones del metabolismo celular,
admitiéndose para una misma función ligeras alteraciones

estructurales en la molécula del enzima (Isoenzimas). Estas

diferencias que no son de carácter adaptativo y están

representadas en la secuencia de ADN, sirven de base al

presente método taxonómico.

El análisis electroforético se ha llevado a cabo en el

Laboratoire d’Ecologie Medicale et Pathologie de Montpellier,

sobre 13 sistemas enzimáticos (Tabla 7), en geles de almidón

(Moreno, 1989), siguiendo la técnica descrita por Lanotte y

Maazoun (Lanotte y col 1981a).1981; Maazoun y col • í• >

PROTEINA CODIGO IDENTIF.

MDH - Malato deshidrogenasa
ME - Enzima málico
ICD - Isocitrato deshidrogenasa
PGD - Fosfogluconato deshidrogenasa
G6PD- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GLUD- Glutamato deshidrogenasa
DIA - DADH diaforasa
NP - Purina nucleosido fosforilasa
GOT - Glutamato-oxalacetato transaminasa EC 2.6.1.1
PGM - Fosfoglucomutasa
FH - Fumarato hidratasa
MPI - Mañosa fosfato isomerasa
GPI - Glucosa fosfato isomerasa

EC 1.1.1.37
EC 1.1.1.40
EC 1.1.1.42
EC 1.1.1.44
EC 1.1.1.49
EC 1.4.1.3
EC 1.6.2.2
EC 2.4.2.1

EC 2.7.5.1
EC 4.2.1.2
EC 5.3.1.8
EC 5.3.1.9

Tabla 7. Sistemas enzimáticos estudiados.
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El conjunto de cepas que presentan un mismo perfil enzimático

constituye un zimodema, representado por una cepa de

referencia.

Para el análisis se utilizan los extractos proteicos de las

cepas, preparados a partir de cultivos en masa y conservados

en nitrógeno líquido en forma de perlas de 50pl (Moreno,
1984). Se realizan las electroforesis de los 13 enzimas, en

cubetas de migración y, después del revelado, se procede a la
identificación de los electromorfos sobre los geles o bien

sobre fotografías tomadas inmediatamente después del revelado
enzimático.

La velocidad de migración de cada electromorfo se calcula en

mm, comparándose con la de un marcador de referencia (cepa
aislada de una leishmaniosis visceral

infantil en las Cevennes, Francia) introducido en el mismo

gel, aplicando la fórmula:

MHOM/FR/7 8/LEM-7 5 ,

Imx= dx/d75xl00

siendo: Imx Indice de movilidad relativa de una banda x.

dx Distancia recorrida por la banda de la

cepa x a partir de su punto de partida.

d75 - Distancia recorrida por la banda de la

cepa referencia en las mismas condiciones.

Cada electromorfo se nombra por las siglas del sistema

enzimático correspondiente seguida de su Im (ej. GOT 100 ).

Por convenio, las distancias de migración de las bandas de
la cepa referencia LEM-75 reciben el valor 100%, considerando

que los allozymas de base 100 son los más comunes en el locus
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estudiado. Ello permite distribuir los valores como superiores

o inferiores a 100, que es el valor de referencia, y medir

migraciones intermedias entre dos valores conocidos (cepas

marcadoras).

IV.1.3.2. Nomenclatura

Siguiendo la nomenclatura recomendada por la O.M.S. (O.M.S

1984) para la caracterización bioquímica de las cepas de

Leishmania, el código utilizado para describir los aislamientos
debe hacer referencia a:

• $

l.Hospedador del que se aísla la cepa.

código de 4 letras. La primera se refiere a la clase a

la que pertenece el hospedador (M para mamíferos e I

para insectos), y las otras 3 indican el género.

Se utiliza un

Ej. MHOM- hombre

2.País donde se ha efectuado el aislamiento. Se utiliza

el código "ISO".

Ej. ES - España

3.Año del aislamiento, indicado por sus dos últimas

cifras.

4.Código del laboratorio donde se ha aislado la cepa,

utilizando las siglas correspondientes. En nuestro caso

BCN.

Estos cuatro datos deben separarse por barras oblicuas. Ej.

MCAN./ES/84/BCN-3 .
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IV.1.3.3. Cepas estudiadas

El perfil enzimático se ha determinado en 27 cepas

correspondientes a 23 perros, previamente diagnosticaods

serologicamente, con o sin sintomatología. El análisis
isoenzimático se ha realizado en el Laboratoire d’Ecologie
Medicale et Pathologie Parasitaire de la Facultad de Medicina

de Montpellier.

En la Tabla 8 se indican las cepas aisladas y tipificadas
sobre los animales estudiados, los órganos de los que se ha

aislado el parásito (ganglio poplíteo, médula ósea, lesión

cutánea) y la procedencia de los animales por poblaciones.

n'/N° Organo de aislamiento Localidad
(N’lG L

Bellmunt (1)
El Molar (6)
Falset (8)
Marga (15)
Poboleda (18)
Porrera
Scala Dei (21)
Torroja (22)

1/1 1 0

2/2 2 0

2/2 2 0

1/1 1 0

8/7 8 0
(19)1/1 1 0

1/1 1 0
11/8 29

27/23 25 2

Tabla 8Cepas de Leishmania, de procedencia canina, aisladas y tipificadas
en la comarca del Priorato.

n°: número de cepas aisladas, N*: número de ¿mímales
ganglio poplíteo, M.O: médula ósea, L: lesión cutánea

(N°): número de identificación de la población
G:
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RESULTADOS
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IV. 2. RESULTADOS

IV.2.1. PRESENTACION DEL CONJUNTO DE RESULTADOS OBTENIDOS

EN LA POBLACION ESTUDIADA

Los resultados serológicos y de los cultivos de toda la

población canina estudiada se indican en la Tabla 9. El

resultado serológico simultáneo a un cultivo ganglionar se

indica en negrita. La sintomatología que presentó el animal
se indica ordenadamente con relación a cada uno de los

exámenes serológicos, basándose en los criterios de 0=

asintómaticos, += oligosintomáticos y ++= sintomático,

expresados en el apartado IV.1.2.1., pag.57.

A pesar de que en la mayoría de los sueros estudiados

posteriori" la

"Dot-ELISA", se mantienen los resultados obtenidos en la

primera determinación serológica que se realizó en los
mismos.

"amediante IFI se realizó técnica
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1 Bellaunt del Prior&t

N* "Dot-ELISA" SintomatologíaCultivoSexo

1989*1> 1989<2>

0585 N neg

1/100

neg

1/100

1/100

586 0H

0587 H

588 0H

589 0H

590 0M neg

591 0H neg

592 0H neg

0593 H neg

594 1/100

1/100

0M

595 0H

596 0H neg

597 M +neg

598 0M neg

599 M +neg

1/200600 0H

601 0H neg

602 H +neg

603 H ++neg

++ (exitus)604 1/6400M neg

605 0H neg

606 0M neg

1/200

1/400 1/1600

1/100

607 0H

608 ++/++H neg

609 0M

/• « « » i • »
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/• • • • • • •

"Dot-ELISA" Cultivor SintomatologíaSexo

1989(D 1989(2)

1/100

1/3200

1/6400

610 H +

+ (exitus)
++ (exitus)

611 H pos

612 H pos

0613 H neg

0614 H neg

0615 H neg

0616 M neg

0617 M neg

0618 M neg

0619 M neg

620 M +neg

621 H +neg

622 0N neg

623 0M neg

1/100

neg

1/100

1/100

1/400

1/200

neg

1/100

neg

1/100

1/400

1/100

1/6400

1/800

624 0H

0/0625 M neg

1/400 0/0626 H

0 (exitus)

+/+

0 (exitus)

627 H

1/400628 M neg

629 H

630 0H

631 0H

632 0H

633 0H

634 1/800 +/+M neg

635 0H

++ (exitus)636 M

637 0H
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2. Cahasners

O

Cultivo Sintonatología"Dot -B L I S A"N Sexo

1989Í1) 1989<z> 1990

170 0/0M neg neg

171 0H neg

172 1/100 0/0H neg

173 0/0H neg neg

174 0M neg

175 0/0H neg neg

176 1/100M 1/200 0/0

177 0/0H neg neg

178 0/0H neg neg

179 0/0H neg neg

180 0M neg

181 0/0H neg neg

182 0/0M neg neg

183 H 0/0neg neg

184 1/200 0/0M neg

185 0 (exitus)H neg

186 H 0neg

187 1/200 0/0M neg

188 1/100 1/800M 0/0

189 H 0/0neg neg

190 1/100H 0/♦neg

191 M 1/100 0/0neg

192 1/100M 1/100 0/0

193 1/800 1/800M +♦/++ (exitus)pos

194 1/200M 0

195 M 0 (exitus)neg

196 1/800H 1/800 0/0

197 1/100M 1/100 0/0

/
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/...• • • •

O

"Dot «LISA" Cultivo SintoaatologiaN Sexo

1989Í1) 1989<2> 1990

198 1/100 1/100 0/0H

199 1/100H ♦

200 1/400 0M

201 0M neg

202 0H neg

203 1/100 0M

204 0H neg

205 0H neg

3. Capuanas

O

N "Dot -ELISA"

1988 1989<X> 1989<2>

Cultivo SintoaatologiaSexo

746 M 0 (exitus)neg

747 1/200 1/200M 0/0/0neg

748 M 0neg

749 1/100 0M

750 1/6400 1/6400H +/♦♦ (exitus)

751 H 0neg

752 1/200M ♦

753 1/100M 0

754 M 0neg

./.4 4* • •
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/“«• • « •

e

N "Dot - I l I S i"

1988 1989*1) 1989<2>

Cultivo SintonatologiaSexo

755 1/100M ♦

756 1/200 0H

757 0H neg

758 neg 1/200 0/+H

759 0M neg

760 0M neg

761 M neg ♦

762 1/100M ♦

763 0H neg

764 1/100 0H

4 Citirana

N "Dot-ELISA" Cultivo SintonatologiaSexo

1989
✓

206 H 0neg

207 M 0neg

208 H 0neg

209 0H neg

210 H 0neg

211 0H neg

212 H neg +

213 M 0neg

214 H 0neg
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5. Conmdella

Cultivo Sintoaatologia"Dot -ELISA"IFIN Sexo

1985 1989*1) 1989<2> 1990

0472 M neg

o473 M neg

0/0/0474 H neg negneg

475 0H neg

0/++ (exitus)1/6400476 M neg

477 0M neg

478 0M neg

479 0/*1/100M neg

o480 H neg

0/0481 M neg neg

482 0H neg

483 0/♦H neg neg

o484 M neg

485 0H neg

486 0/0/0H neg neg neg

487 0H neg

488 0H neg

489 0H neg

490 1/100 0/0H neg

491 0R neg

492 0/0/+M negneg neg

493 0/0/0H negneg neg

494 0M neg

495 0/0H neg neg

496 0H neg

497 1/100 0/+M neg

498 0H neg

499 0H neg

500 0H neg

/...• •«•
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/

o

N Sexo IFI "Dot -ELISA" Cultivo Sintoaatologia

1985 1989^ 1989<2> 1990

501 M 0/0neg neg

502 M 0neg

503 H 0/0/0neg neg neg

504 H 0neg

505 M 0neg

506 H 0/+ (exitus)neg neg

507 H 0neg

508 M 1/100 0/0neg

509 H 0neg

510 M 1/400 0/0neg

511 M 0neg

512 M 1/800 0/+neg

513 M 0neg

514 1/20 1/6400 1/3200M neg/pos 0/++/++

515 H 0neg

516 H 0neg

517 M 0neg

518 M Oneg

519 M 0/0neg neg

520 H 0neg

521 H 0neg

522 H 0neg

523 H 0/0neg neg

524 M 0neg

525 H 1/100 0/0neg

526 H 0/0negneg

527 H 0neg

528 1/40 0

529 H 1/80 0

/
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/

o

N "Dot -ELISA"

1985 1989*1) 1989<2> 1990

Cultivo SintoaatologlaIFISexo

0530 1/40R

531 0M neg

o532 H neg

533 0H neg

534 0/0H negneg

535 0H neg

536 0M neg

537 0U neg

538 0H neg

539 1/400 1/400 1/400 0/♦/++/++neg/negH neg

540 1/400 1/400 1/400 neg/neg 0/0/+/0H neg

541 1/400 0/0H neg

542 0/0H neg neg

543 0M neg

544 0/0M neg neg

545 0M neg

546 0/0M neg neg

547 0/0M neg neg

548 +/+M neg neg

549 1/200M ♦+

550 0M neg

551 0M neg

552 0H neg

553 1/100 1/200 0/0M

554 1/2001/100 0/0H

555 0/0H neg neg

556 1/200 0M

557 1/800 1/1600 1/3200M *1*1*pos

558 M 0neg

/
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N "Dot Cultivo SintonatologiaIFI ELISA"Sexo

1985 1989*1) 1989<2> 1990

0/0559 1/100 1/100M

560 1/200 0H

0/0561 M neg neg

562 0H neg

o563 M neg

564 0H neg

0565 M neg

566 0H neg

0567 1/6400H

568 1/200 0M

569 H neg +

570 0H neg

571 H neg +♦

+■+572 M neg

o573 M neg

574 1/100 0H

575 1/100 0H

576 1/100 0M

577 1/100 0H

578 0H neg

579 0H neg

580 1/800 0M

581 0H neg

582 0M neg

583 0R neg

584 0M neg
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6 El Molar

"Dot -ELISA" Cultivo SintoaatologiaN Sexo

1989<1> 1989<2> 1990

78 0/0H neg neg

79 1/200 1/200 0/0H

80 1/100 0/0H neg

81 1/100 1/200H 0/0

82 1/100 1/200 0/0H

83 1/400 1/400 0/0H

84 1/100 0

85 0M neg

86 1/100 1/200 0/0H

87 1/100H 1/200 0/0

88 1/200 0H

89 1/100H 0

90 0/0H neg neg

91 1/200H 1/200 0/0

92 1/200 0/0H neg

93 1/200 1/200H 0/0

94 1/100 1/100 0/0H

95 H 0/0neg neg

96 M 0/0neg neg

97 H 0neg

98 1/200 1/200H 0/+

99 1/100 1/200 0/0

100 M 1/200 0

101 H 1/6400 1/6400 neg/pos 0/0

102 H 1/200 0

103 M 1/200 1/200 0/0

104 H 1/800 1/800 neg/pos ♦ /++ (exitus)

105 1/100H 0 (exitus)

106 H 0/0neg neg

/
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/

N Sexo "Dot ELISA" Cultivo Sintoaatologia

19891<1) 1989<2> 1990

107 H 1/200 0

108 0/0H neg neg

109 H 0/0neg neg

110 1/100H 0/0neg

ni 1/3200 ++ (exitus)M neg

112 H 1/100 0

113 H 1/200 1/800 0/0

114 H 1/800 1/1600 0/0neg

115 1/400 1/200H ♦/0

116 1/100H 0

117 H 0/0/0neg neg neg

118 1/400 1/3200M ++/♦ (exitus)pos

119 M 1/200 1/200 0/0

120 1/400M (exitus)neg +

121 H 1/100 0

122 1/100H 0

123 H 0neg

124 0H neg

125 M 0neg

126 M 1/400 0

127 H 0neg

128 M 0neg

i
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7. lis CuiWMtS

"Dot -ELISA" Cultivo SintonatologiaN Sexo

1989*1) 1989<2>

215 0H neg

216 0M neg

217 1/400 1/600 ♦/♦H

218 1/400 1/400 0/0M

219 1/400 ++/•*•+1/1600M

♦♦/++220 1/1600 1/1600M neg

221 1/100H ♦

0/0222 1/400 1/800H

223 1/100 0M

224 1/100 0M

225 1/100H 0

226 1/100 0M

227 0M neg

228 1/200 0M

229 0M neg

230 0H neg

231 0M neg

232 1/200 0H

233 H 0neg

234 0M neg

235 1/200 1/200H ♦/++

236 1/800 1/1600H 0/+neg

237 0M neg

238 1/400 1/200 ♦ + /+H

239 M 0neg

240 1/1600M (exitus)

241 1/200M +/*neg

242 M 0neg

243 1/400 1/800 0/0M

/
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N "Dot - I L I S A"

1989*1) 1989<Z)

Cultivo SintoaatologiaSexo

244 0M neg

245 1/400 0M

246 1/100H neg ♦

247 1/200 0M

8 Falset

N Sexo "Dot ELISA" Cultivo Sintonatologia

1988*1) 1988<2) 1989*1) 1989(2) 1990

874 M 1/100 1/100 0/0/0neg

875 M 1/1600 0 (exitus)

876 M 1/800 1/400 1/800 1/800 *1*1*1*neg

877 H 0neg

878 H 0neg

879 H 0neg

880 M 0 (exitus)neg

881 M 0/0neg neg

882 M 0/0neg neg

883 H 0/0neg neg

/
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/

"Dot -ELISA"

ÍSSS*1) 1988<2> 1989*1) 1989<2> 1990

Cultivo SintoaatologiaN Sexo

884 M 0/0neg neg

885 H 0neg

886 M 0/0neg neg

887 N 1/100 0

888 H 1/100 0/0neg

889 H neg +

890 M 0/0neg neg

891 H 1/100 1/100 0/0/0neg

892 H 1/100 0/0neg

893 M 1/800 0/0neg

894 M 1/100 1/100 0/0

895 H 1/100 1/200 1/200 0/0/0

896 H 1/200 1/100 1/100 0/0/0

897 M 0/0neg neg

898 H 1/100 0

899 H 1/100 0

900 H 1/100 0

901 H 1/100 0

902 M 1/100 0

903 H 0neg

904 H 1/100 0

905 H 0/0neg neg

906 H 1/100 0

907 H 1/100 0

908 H 0 (exitus)neg

909 M 0 (exitus)neg

910 H 0/0neg neg

911 M 0 (exitus)neg

/
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/

N "Dot -ELISA" Cultivo SintoeatologíaSexo

1988<1> 1988<2> MSO*1) 1989<2> 1990

912 H 1/100 1/100 0/0

913 M 0neg

914 H 1/100 1/100 0/0

915 H 0/0neg neg

'

916 H 0/01/400 1/400

917 H 0 (exitus)neg

918 M 1/100 1/100 0/0

919 H 1/100 1/100 0/0

920 M 1/100 0

921 M 1/400 1/400 1/400 1/400 +/0/0/0

922 H 0neg

923 H 0neg

924 M 1/100 ♦

925 H 1/100 ♦/+neg

926 H 1/100 0

927 M 0/0neg neg

928 H 1/100 1/100 0/0

929 H 1/100 0

930 H 0neg

931 H 1/3200 13200 +/♦ (exitus)neg

932 H 0/0neg neg

933 H 1/100 1/100 0/0

934 H 0/0neg neg

935 M neg +

936 H 1/100 0

937 H 1/400 1/400 1/400 1/400 0/0/+/+

938 H 1/100 1/100 0/0

939 H 1/800 0neg

940 M 1/100 0/0neg

/
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/

N "Dot -ELISA"

1988*1) 1988<2> 1989Í1) 1989<2> 1990

Cultivo SintoaatologiaSexo

1/100941 H 1/100 1/100 0/0/0

942 H 0neg

943 M 0neg

944 M 0neg

945 H 0neg

1/3200946 M 1/3200 ♦/♦+ (exitus)

947 M 1/100 1/200 0/0

948 M 0/0neg neg

0/0949 H negneg

950 H 0neg

951 H 1/1600 0 (exitus)

952 H 1/1600 0

953 M 1/100 ♦

954 M 0/0negneg

955 H 1/100 0

956 H 1/100 0/0neg

957 M 1/200 1/100 0/0

958 H 0/0neg neg

959 M 1/100 1/200 0/0

960 M 0neg

961 H 1/100 0

962 M 1/100 0

963 H 1/200 0

964 M 1/800 1/800 1/800 +/♦+/++neg

965 M 1/100 0

966 M 1/200 1/200 0/0

967 H 1/400 1/400 0/+neg

968 M 1/800 1/800 1/800 +♦/+/♦+pos

969 H neg ♦

970 H 0/0neg neg

/
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O

N Sexo "Dot ELISA" Cultivo Sintoaatologia

1988*1) 1988<2> 1989*1) 1989<2> 1990

971 H 1/100 0

972 M 1/100 0

973 1/200H 0

974 M 1/100 0

975 1/200M 0

976 M 0 (exitus)neg

977 H 1/400 1/6400 0/++ (exitus)pos

978 M 0/*neg neg

979 M 0neg

980 H 0neg

981 M 1/400 0

982 M 0neg

983 M 0neg

984 H 1/100 0

985 H 0neg

986 M 0neg

987 H 1/200 ♦

988 H 1/200 0

989 M 1/100 +

990 H 1/200 ♦

991 M 1/100 0

992 H 0neg

993 H neg +

994 M 0neg

995 H 1/100 0

996 M 0neg

997 M 1/200 0

998 M 0neg

999 H 0neg

1000 M 0neg

../...• •
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/

N "Dot -ELISA" Cultivo SintoaatologíaSexo

1988*1) 1988<2> 1989*1) 1989<2> 1990

01001 M neg

o1002 M neg

o1003 M neg

o1004 H neg

01005 H 1/100

1006 M ♦neg

o1007 H neg

1008 M 1/100 0

1009 H 0neg

1010 M 1/100 0

1/1001011 H 0

1012 H 1/400 0

1013 M 0neg

9. Cratallops

O

"Dot-ELISA" CultivoN Sexo Sintomatologla

19891988

129 M neg ♦

130 H 0neg

131 1/6400 (exitus)M

132 1/2001/200 0/0M

/...« • « •
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/

"Dot-ELISA" Cultivo SintomatologiaN Sexo

1988 1989

133 H 0neg

134 H 0neg

135 0M neg

136 0H neg

137 1/200 1/100 0/0M

138 H 1/400 1/100 0/0

139 M 0neg

140 1/100 0/0H neg

141 M 0neg

142 H 0neg

143 M 0neg

144 M 1/200 0/01/400

145 1/400 0 (exitus)H

146 H 0neg

147 H 0neg

148 H 0neg

149 0M neg

150 M 0neg

151 M 0 (exitus)neg

152 H 0neg

153 0 (exitus)M neg

154 0H neg

155 0 (exitus)M neg

156 M 0neg

157 H 1/100 +

158 0H neg

159 M 0neg

160 M 1/400

/
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"Dot-KLISA"Sexo Cultivo SintoaatologiaN

1988 1989

161 M 0neg

162 H 1/100 0

163 H 0neg

164 H 1/100 ♦

165 H 0neg

166 H 1/200

167 H 0neg

168 H 0neg

169 M 1/100 0

10 La Bisbal de Falset

N* "Dot-ELISA”Sexo Cultivo Sintomatología
1989

270 M

271 H

272 M

273 M

274 H

275 M

276 M

0neg

1/100

1/200

0

0

0neg

0neg

0neg

0neg

/• « ♦ ♦ • • •
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N* “Dot-ELISA" SintomatologíaCultivoSexo

1989

277 0H neg

1/100

1/100

1/100

278 M +

279 0H

280 0M

281 0M neg

1/100

1/100

282 0M

+ (exitus)283 H

284 0H neg

285 0M neg

1/200

1/100

neg

1/100

286 0H

0 (exitus)
0 (exitus)

287 H

288 M

289 H +

11 La Figuera

N° "Dot-ELISA"

1989<1> 1989(2)

SintomatologíaCultivoSexo

695 M

696 M

697 M

0neg

1/100

1/200

0

0

/
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"Dot-ELISA"

1989*1) 1989(2)

N* SintomatologíaCultivoSexo

1/200 0698 H

0699 M neg

0700 H neg

1/100

neg

1/100

neg

1/100

1/100

0701 H

0702 H

0703 M

0704 H

705 M 0

0706 M

707 M 0neg

0708 H neg

0709 M neg

1/1600 1/1600 ++/++710 M

711 H

712 H

pos

0neg

+neg

0713 H

714 M

neg

1/100 ++
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12 La Morera

N* "Dot-ELISA" SintomatologíaCultivoSexo

1988 990

0/0290 M neg neg

0/0291 H

292 M

neg neg

0/0neg neg

293 M

294 H

0neg

0/0neg neg

0 (exitus)

0/0

295 H neg

1/100

1/100

1/100

1/100

296 H

0/0297 M

0/0298 M neg neg

1/1600 0/+299 M neg

0/0300 M neg neg

301 M

302 H

0neg

1/100 0 (exitus)

13 La Torre de Fontaubella

N ° "Dot-ELISA” Cultivo SintomatologíaSexo

1989

715 H

716 M

717 H

718 M

719 M

0neg

1/400

1/200

1/100

1/100

++

0

0

0
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14 Lloá

N* "Dot-ELISA"

1989(1) 1989(2)

SintomatologíaCultivoSexo

1/400

1/800

1/400

1/400

neg

1/200

1/200

1/100

1/100

1/800

1/800

1/400

1/100

1/100

1/200

680 M

681 M

0

1/800

1/200

1/800

+/+neg

0/0682 M

+/+683 M

684 H

685 H

686 M

0

0

+

687 H ++

688 H 0

1/1600

1/400

1/400

0/+689 H pos

+/+690 M neg

+/+691 H neg

692 H 0

693 H 0

694 H 0

15 Marga

r "Dot-ELISA"

1989(D 1989(2)

SintomatologíaCultivoSexo

720 H

721 H

722 M

0neg

0neg

0neg

/• • • • i » i
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N° "Dot-ELISA"

1989(D 1989(2)

Cultivo SintomatologíaSexo

723 H

724 M

0neg

0neg

725 H

726 M

0neg

1/100

neg

1/800 1/1600

+

727 H +

++/++728 M pos

729 M 0neg

730 H

731 • H

0neg

1/100

neg

1/3200

1/100

++

732 H 0

++ (exitus)733 H

734 H

735 M

0

0neg

1/800 1/3200736 M +/++neg

737 M

738 M

739 M

0neg

0neg

1/800 1/800

1/100

+/++pos

740 M 0

741 M 0neg

742 H

743 M

0neg

1/800 ++ (exitus)
744 H

745 H

0neg

0neg
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16 M&rg&lef

N' "Dot-ELISA"

1988 1990

SintomatologíaCultivoSexo

0/0248 M neg neg

0/0249 H

250 H

neg neg

0neg

0/0251 M neg neg

1/200 0/+252 H neg

0253 M neg

0/0254 M neg neg

0/0255 H neg neg

0/0256 H neg neg

1/200 0/0257 H neg

0/0258 H neg neg

0/0259 M neg

1/200

1/100

neg

1/100 0/0260 M

0/0 (exitus)261 M neg

262 M 0neg

1/200263 H

264 H

0

0neg

265 H

266 M

267 H

268 M

0neg

0neg

1/100

1/200

0

0

269 M 0neg
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17 Masroig

N* "Dot-ELISA"

1989d) 1989(2)

SintomatologíaCultivoSexo

1/100638 M

639 H

0

0neg

0640 H neg

1/400 1/400 0/+641 M

642 H

neg

0neg

643 H 0neg

644 H 0neg

645 H

646 M

0neg

0neg

647 H 0neg

648 H 0neg

649 M 0neg

1/100

neg

1/400

650 H 0

651 H +

1/200652 M +/+neg

653 M 0neg

654 H 0neg

655 H 0neg

656 H

657 H

658 H

659 M

0neg

0neg

0neg

0neg

660 M

661 M

662 M

663 H

0neg

1/100

1/200

neg

1/100

neg

1/100

0

0

0

664 H

665 M

666 H

0

0

0

/
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N* "Dot-ELISA"

1989(D 1989(2)

SintofflatologíaCultivoSexo

1/100

1/400

1/100

neg

1/800

1/200

1/200

667 M 0

1/400 +/+668 H

669 M 0

670 M 0

+/01/800671 H

672 M

pos

0

673 M 0

674 H

675 H

+neg

0neg

1/100

1/200

1/200

1/200

676 M

677 M

0

0

678 M 0

679 H 0

18 Poboleda

N "Dot -ELISA"

1988 1989(!) 1989(2>

CultivoSexo IFI Sintonatologia

1986

788 0/0M neg neg

789 M 0/0negneg

790 0/0/0M neg negneg

/
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Cultivo Sintoaatología"Dot -ELISA"N Sexo IFI

1988 Mas*1) 1989<2>1986

0/0791 H neg neg

o792 1/10M

0793 1/10H

0/01/20794 H neg

0/0795 1/20H neg

o796 M neg

0797 H neg

0/+/+798 1/40M negneg

0/01/20799 M neg

o1/20800 M

1/6400 0/++801 M neg pos

o802 1/40H

0803 1/10H

1/1280 0 (exitus)804 H pos

0 (exitus)805 M neg

0 (exitus)1/40806 M

0807 1/20H

0808 H neg

809 1/320 0H pos

810 1/10 oH

811 1/20 0/0H neg

0812 M neg

0813 1/40H

814 1/20 0M

0815 M neg

816 0H neg

817 0H neg

818 0/0M neg neg

./• • • • • •
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N Sexo IFI "Dot ELISA" Cultivo Sintooatologia

1989<x> 1989<2>19S6 1988

619 H 0neg

820 H 1/40 1/400 0/0

821 H 1/10 0/0neg

822 H 0/0neg neg

823 M 1/10 0/0neg

824 M 1/20 0

825 H 1/320 1/100 0/0

826 H 1/40 1/1600 0/0 (exitus)

827 H 1/160 0 (exitus)neg

828 H 1/320 (exitus)4 +

829 H 1/320 1/6400 1/6400 0/+/♦+ (exitus)pos/pos

830 M 1/20 0/0neg

831 1/80 1/100 1/100 0/0/0H neg

832 M 1/40 1/400 1/400 0/0/0

833 M 1/40 1/400 0/++ (exitus)

834 U 0/0neg neg

835 1/640 0M pos

836 H 1/320 1/6400 1/6400 0/+/++pos

1/100837 H 0/0neg

838 M 0neg

839 M 1/40 0

840 0/0M neg neg

841 H 1/20 0

842 H 0/0neg neg

843 M 1/40 0

1/20844 H 0

1/160845 1/100 0/0M pos

1/20846 M 0 (exitus)

1/20 1/6400847 M 0/0 (exitus)

/
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"Dot - ! 1 1 S A"

1989*1) 1989<2>

Cultivo SintOBatologíaN Sexo IFI

1986 1988

848 0H neg

849 H neg ♦

850 1/800 0 (exitus)M

851 0H neg

852 1/100 neg 0/0M

853 1/100 1/6400 1/6400 0/0/+H neg

854 1/800 1/400 1/800 0/0/+M neg

855 0M neg

856 H 0neg

857 0M neg

858 1/3200H

859 0M neg

860 H 0neg

861 0H neg

862 M 0neg

863 1/100 0M

864 0H neg

865 0M neg

866 H neg

867 M 0neg

868 M 0neg

869 0H neg

870 H 0neg

871 1/8001/800M 0/ +neg

872 M 0neg

873 0M neg
1
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19 Porrera

N SintooatologíaCultivo"Dot -ELISA"

ígSS^1) 1988<2> lSSg*1* 1989<2> 1990

Sexo

01 M neg

0/02 M negneg

0/01/1003 H neg

0 (exitus)1/64004 M

0/05 H negneg

0/06 H negneg

0/07 M negneg

0/0 (exitus)1/100 1/1008 H neg

0/+/++1/200 1/64001/2009 H neg

o10 M neg

0/011 H negneg

*/*1/10012 H neg

+/01/10013 H neg

0/0/014 H negnegneg

*i*i*1/2001/20015 1/400M neg

016 1/400H

017 neg

*i*i*i*18 H negneg neg negneg

0/0/+/+/++1/800 1/800 1/800 1/80019 1/800M pos

o20 H neg

o/t1/1001/10021 H

1/200 01*1*1/2001/20022 H neg

o23 H neg

0/024 H negneg

0/025 H negneg

0 (exitus)26 H neg

1/100 0/027 H neg

028 M neg

o29 H neg

/
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"Dot -ELISA"

1988*1) 1988<2> ÍSSS^1) 1989<2> 1990

Cultivo SintoaatologiaN Sexo

0/+ (exitus)1/200 1/160030 H neg

31 0/0M negneg

0/032 H neg neg

0/033 1/200H neg

o34 M neg

35 1/200 0/+H neg

0/036 M negneg

0/037 H neg neg

0/038 H neg neg

1/200 1/200 1/200 0/0/039 H neg

40 0 (exitus)M neg

0 (exitus)41 1/100M

42 0 (exitus)M neg

1/100 ++ (exitus)43 M

44 1/100 0M

++ (exitus)45 1/6400M pos

o/o46 H negneg

47 1/100H

48 1/100M ♦

1/100 o49 H

50 1/100 0H

51 0M neg

1/100 1/10052 ++/♦♦H

1/200 1/20053 0/0M

54 1/100 1/100 0/0H

55 0H neg

1/100 o56 M

1/100 057 H

58 0H neg

../• • • • •
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Cultivo"Dot ELISA" SintoaatologiaN Sexo

ÍSSS*1) 1988<2> 1989*1) 1989<2> 1990

059 1/200H

60 1/400 0M

061 M neg

62 0H neg

63 1/100 0M

64 1/100 0H

1/20065 0M

66 0H neg

67 1/100 0H

68 1/200H 0

69 1/200M +

70 0H neg

71 1/200 0H

72 0M neg

73 1/200 0H

74 1/100 0H

75 1/3200M + ♦

76 1/400M ♦

77 1/400 0M
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20 Pradell de la Teixeta

"Dot-ELISA"

1989d> 1989(2)

N* SintomatologíaCultivoSexo

0389 H neg

0390 M neg

0391 H neg

1/200

1/100

1/100

1/100

1/100

0392 M

0393 M

0394 H

0395 H

0396 H

0397 M neg

0398 M neg

1/6400

1/100

neg

1/200 1/200

0399 H

0400 H

401 M +

0/++402 H

0403 M neg

0404 H neg

1/100

neg

1/200

neg

1/800 1/1600

0405 M

0406 M

0407 H

0408 M

0/0409 M

0410 M neg

0411 H neg

1/6400

1/100

1/100

1/100

++ (exitus)412 M neg

0413 H

0414 H

415 M +

416 H +neg

1/100417 H +

0418 H neg
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21 Scala Dei

N* "Dot-ELISA"

1988 1989 1990

SintomatologíaCultivoSexo

0/0303 H neg

1/200

1/200

1/3200 1/3200

neg

1/200 0/+304 H

0306 H

0/0 (exitus)307 M pos

308 H 0neg

0309 M neg

0 (exitus)310 M 1/3200

311 0H neg

312 0H neg

313 H 0neg

0 (exitus)314 M neg

315 M 0neg

316 M 0neg

317 H 0neg

22 Torroja

"Dot -ELISA" Cultivo SintonatologiaN Sexo

1987 ÍSSS*1) 1988(2) 1989*1) 1989<2> 1990

1/400 1/100419 H +/0neg

420 M 1/200 1/200 1/200 1/400 neg/neg 0/0/0/0

../...• •
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"Dot -ELISA"

1987 1988*1) 1988<2> 1989*1) 1989<2> 1990

Cultivo SintomatologiaN Sexo

0421 H neg

1/100 1/100 0/0/0422 M 1/100

0/0/0/01/400 1/400 1/200 1/200423 H pos

1/400 0 (exitus)424 H

1/100 0/0/0/+425 H neg neg neg

+/0/0 (exitus)426 M 1/400 1/200 1/200 neg

1/200 0427 H

1/400 1/200 1/800 0/+/0/++428 H 1/200 neg

0/+/++ (exitus)429 M 1/400 1/800 1/1600 pos/pos

430 M 0/0/0/0neg neg neg neg

431 N 1/400 neg

1/100 + (exitus)432 H neg

433 H 1/200 0/0neg neg

+ (exitus)434 H 1/400 neg

435 H 1/200 1/200 1/400 1/800 0/0/+/+neg/neg

436 H 1/1600 pos

437 M 1/100 1/100 1/800 0/0/++ (exitus)pos

438 H 1/200 1/200 0/0/0/0neg neg

1/800 0/0/0/0439 H negneg neg

1/400 1/200 1/200 0/0/0/+440 H neg

441 H 0/0/0/0neg negneg neg neg

442 M 1/200 neg *

443 M 1/400 0

1/8001/800 1/800 +/+/+444 H pos

445 M 1/800 1/400 1/200 1/200 *1*1*1*neg/neg

1/800 1/400 1/200 1/100 neg/neg446 M *1*1*1*

447 H 1/400 pos

1/400 1/6400448 H 0/++ (exitus)pos

/
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N "Dot -ELISA" Cultivo SintoaatologiaSexo

1987 «SS*1! 1988<2> 1989Í1) 1989<Z> 1990

f

1/400 1/800 0/+/♦♦449 H 1/400 neg

0/0/0/+450 M 1/800 1/100 1/200 1/100 neg

o/o/o/o451 M 1/200 1/100 1/100 1/100

1/1600 0/++452 M 1/800 pos

o/o453 M 1/200 1/400

0454 H neg neg

455 H 1/100 0/0neg

0/0/0456 H neg negneg neg

457 H 1/200 1/200 1/1600 0/0/0

458 H 1/800 1/800 neg/neg ♦/++ (exitus)

1/1600 1/1600 ♦/*♦ (exitus)459 M

1/100460 M 1/200 0/0neg

461 H 1/6400 ++ (exitus)pos

462 H 1/100 0/0neg

1/100 0/0463 H neg

464 H 0neg

1/100465 M 0

466 H 1/200 1/800 0/ +

1/200467 H ♦

468 H 0neg

469 H neg ♦

1/100470 H 0

471 H 1/200 0
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23 Ulldeaolins

N* "Dot-ELISA" SintomatologíaCultivoSexo

1989

1/100

1/100

1/100

1/100

1/100

1/100

1/100

0318 H

0319 M

320 H 0

0321 H

322 M 0

0323 M

0324 M

0325 H neg

0326 M neg

1/100

neg

1/100

0327 H

0328 M

0329 M

0330 M neg

0331 M neg

332 H 0neg

1/100333 M

334 H

+

0neg

0335 M neg

1/100

1/100

336 M 0

0337 H

338 M 0neg

0339 H neg

340 M ++neg

0341 H

342 M

neg

1/100 0

343 M 0neg

1/200

1/200

344 H 0

345 M 0

/
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N* "Dot-ELISA" SintomatologíaCultivoSexo

1989

346 H 0neg

1/200

1/200

1/200

neg

1/100

1/100

1/100

1/100

1/100

347 H 0

0348 M

0349 M

0350 M

0351 M

0352 M

0353 H

354 H 0

355 H 0

24 Vilella Alta

IFI ”Dot-ELISA”N’ SintomatologiaCultivoSexo

1986 1989

1/201014 H 0

1015 H

1016 H

0neg

1/80

neg

1/80

1/320

0 (exitus)
1017 M

1018 H

0

0 (exitus)
0 (exitus)1019 M

1020 M 1/20 0

1/101021 H

1022 M

0

1/20 0

1/40 0 (exitus)1023 M

/• • • • • • •
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N* IFI "Dot-ELISA"

1986

SintomatologíaCultivoSexo

1989

1024 M 0neg

1025 M

1026 H

0neg

0neg

1/101027 M

1028 H

1029 M

0

0neg

1/80 0

1/201030 M 0

1/101031 H

1032 H

0

0neg

305 H 0neg

1/200

1/100

765 0

766 0

767 0neg

768 0neg

769 0neg

1/100770 0

771 0neg

772 0neg

773 0neg

774 0neg

1/100

1/100

775 0

776 0

777 0neg

778 0neg

779 0neg

780 0neg

1/100

1/800

1/100

1/200

neg

1/100

781 0

782 0

783 0

784 0

785 0

786 0

787 0neg
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25 Vileíla Balsa

O

N Cultivo Sintoaatologia"Dot-ELISA"Sexo IFI

1986 mS*1) 1989<2> 1990

0/01/20356 M neg

0/+/♦357 H 1/10 1/400 1/400

0358 M 1/10

1/400 0/0/01/10 1/100359 H

0/0360 M neg neg

0/+/01/200 1/200361 M 1/10

0/+362 H 1/10 1/100

1/200 0/0363 H 1/10

0/0/01/20 1/800 1/800364 M

365 M +♦ (exitus)1/80

1/1600 0/0/0/+1/400 1/400366 M 1/20

0/+/01/200 1/400367 H 1/10

0368 M neg

0/0/0369 H 1/100 1/200neg

0 (exitus)370 H 1/20

1/800 0/0/0371 H 1/20 1/800

1/200 0/0372 M neg

1/400 1/800 0/0/0373 M 1/400

1/100 0/0374 H neg

375 H 1/100 0

1/100 0 (exitus)376 H

377 M 1/100 1/200 0/0

378 H 1/100 0

1/200379 M 1/200 0/0

1/400 1/400 0/♦380 M

381 H ♦neg

0/0382 H neg neg

383 H 0/0neg neg

1/200384 H 1/800 0/♦

/•
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Cultivo Sintoaatologia"Dot-BLISA"N Sexo IFI

1989<2> 19901986

0/+1/800385 H 1/400

♦/♦♦/+1/200 1/200 1/400386 M neg

o387 M neg

1/100 o388 H

26 La Venta del Pubill

Cultivo Sintomatología"Dot-ELISA"N Sexo

1989*1) 1989<2> 1990

01/1001033 H

01034 H neg

1/200 0/01/1001035 H neg

01036 M neg

1/16001037 M 1/600 •*•+/++pos

o1038 1/100H

1/200 1/200 ++/♦+1039 M neg

1/1001040 1/100 0/+H neg

1041 H 0neg

1042 1/100 1/200 0/+H

1/1001043 M 0/0neg neg

1/2001044 M neg ♦+

1045 1/800M *+

1046 M 1/100 0

/
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Cultivo Sintomatologla"Dot-BLISA"N Sexo

1989*1) 1989<2> 1990

01047 H neg

++ (exitus)1048 M 1/1600 neg

0/01049 H 1/200 1/200

01/1001050 M

0/01051 M neg neg

0/01/100 1/2001052 H

1/4001053 H neg

+♦/+1/6400 1/64001054 M neg

0 (exitus)1055 H neg

0 (exitus)1/4001056 H

++ (exitus)1/32001057 M neg

1058 H 1/6400 neg 4

01059 M neg

01/2001060 M

1/100 01061 H

1/1001062 H 44

1/32001063 H 4

o1064 H neg

01065 H neg

1/3200 01066 H

1/1600 01067 M

Tabla 9. Presentación del conjunto de resultados obtenidos

de los perros estudiados en las distintas locali-

dades de la comarca.

N': número de identificación de animal.

Cultivo: cultivo ganglionar.
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IV.2.2. DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Durante los años 1985 y 1986 se utilizó como técnica

diagnóstica la IFI, técnica ampliamente utilizada en nuestro

Laboratorio para el estudio de la leishmaniosis canina

(Botet y col 1987; Portús y col. 1987a). A partir de ese

año se ha utilizado la técnica "Dot-ELISA"-Proteína A-PO

• >

descrita por Pappas y col. (1983b), para el diagnóstico del

Kala-azar humano, y adaptada por nosotros al estudio de la
leishmaniosis canina (IV.1.2.3.2.A.2 pag .7¿).• I

El resumen de los resultados serológicos obtenidos en el

conjunto de la población según los títulos serológicos para

cada una de las técnicas utilizadas, IFI y "Dot-ELISA", se

indica en la Tabla 10.

N’ N°Títulos Títulos

"Dot-ELISA"IFI muestras muestras

97 604neg

1/10

1/20

1/40

1/80

1/160

1/320

>1/640

neg

1/100

1/200

1/400

1/800

1/1600

1/3200

>1/6400

16 286

23 178

13 104

6 77

2 30

6 19

2 30

Totales 165 1328

Tabla 10. Resultados serológicos obtenidos del conjunto

de muestras estudiadas al aplicar la técnica

IFI y la técnica "Dot-ELISA".
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IV.2.2.1. Elección del título diagnóstico "Dot-ELISA"

La elección del título diagnóstico se basa en determinar

aquellos valores que permiten obtener la máxima sensibilidad

y especificidad.

Comparación de los resultados serológicos "Dot-ELISA"

con los resultados obtenidos por IFI.

a)

La inmunofluorescencia indirecta es una técnica serológica

ampliamente utilizada y bien estandarizada para el estudio

de la leishmaniosis canina y humana (Lanotte, 1975; Gradoni

y col., 1980), en la que se aceptan como títulos

diagnósticos de una infección por Leishmania valores que

oscilan entre 1/40-1/160, según los distintos autores (Rioux
y col., 1972b; Lanotte, 1975; Pozio y coi. 1981a),
considerándose en nuestro Laboratorio como valor diagnóstico
1/80 (Botet y col., 1987; Portús y col., 1987a) .

La técnica "Dot-ELISA" -Proteína A, desarrollada para la
determinación de IgG anti-Leishmania

se ha comparado con

pag.¿£). Se han estudiado, en paralelo por

ambas técnicas, 70 muestras de suero canino, elegidas de

modo que fuesen representativas de los distintos títulos de

anticuerpos que pueden obtenerse en una población.

(IV.1.2.3.2.A.2
la técnica de IFI

• I

pag.1Z ),
(IV.1.2.3.2.A.1 • I

En la Fig. 12, se expresan gráficamente los resultados
"Dot-ELISA" frente a los obtenidos mediante la IFI. Se

observa que la mayor parte de los sueros que poseían
mediante IFI título 1/80, título límite diagnóstico,
alcanzan mediante "Dot-ELISA" el título 1/800. (Anw4)
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Mediante la aplicación del test de Kendall (Anexo 6 ) se

prueba la existencia de asociación significativa entre los
dos métodos de diagnóstico ensayados, IFI y "Dot-ELISA", con

un coeficiente de correlación lineal T=0.815, a>0.05.

1/6400 _

*

1/3200.

1/1600.

MU1/800.

1/400.

1/200.

1/100. MU

0
1*

o 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/6401/10

Fig.12. Resultados serológicos de 70 muestras estudiadas por

"Dot-ELISA" e IFI en paralelo.

b) Comparación de los resultados serológicos "Dot-ELISA"

con el diagnóstico etiológico.

La visualización del agente etiológico es el único método

diagnóstico que expresa con certeza la presencia

parásito. Sin embargo, la negatividad del examen no excluye

puede descartarse

del

lo que no lasu existencia, por

parasitación.
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En la Tabla 11 se indican los títulos serológicos
"Dot-ELISA" observados en los animales en los que se han

realizado cultivos ganglionares, expresándose el número de

cepas de Leishmania aisladas sobre el total de cultivos

realizados.

"Dot-ELISA"
Títulos

F (%)C. positivo
C. realizado

F. acumulada
(%)

0/4 0 0neg
1/100
1/200
1/400
1/800
1/1600
1/3200

> 1/6400

0/8 0 0

0/14
3/25
8/20
8/13

0 0
12.0
40.0
61.5
50.0
53.3

9.7
35.5
61.3
74.24/8

8/15 100

31/107Totales 29.0 100

Tabla 11. Relación entre los títulos serológicos
"Dot-ELISA" hallados y los cultivos

ganglionares realizados.

C: cultivo ganglionar; F: frecuencia

La frecuencia de aislamientos de cepas de Leishmania se ha

mantenido prácticamente constante

oscilando alrededor del 50% de positividad¿ Destaca el

positividad hallado

serológico 1/400, y el porcentaje nulo de positividad en

los animales con títulos < 1/200.

a títulos > 1/800,

12% de en animales títulocon

Autores como Pozio y col. (1981a) escogen como título

diagnóstico el valor mínimo que corresponde el diagnóstico

etiológico. Sin embargo, en nuestro estudio, a la vista de

los resultados, se ha considerado como título límite de

positividad el valor 1/800, aceptando la
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pérdida de un número bajo de positivos a títulos inferiores,
con especial importancia a 1/400.

c) Elección del titulo diagnóstico mediante un método

global.

En zona endémica autores como Kagan y col. (1969) indican
como método global para determinar el título diagnóstico, al

utilizar un técnica inmunológica de detección de

anticuerpos, la repartición "bimodal" que siguen los títulos
en la población. Al representar gráficamente los títulos

serológicos se escoge el punto de inflexión como el título

diagnóstico a considerar.

Al aplicar este criterio global sobre los resultados

serológicos "Dot-ELISA" obtenidos del conjunto de la

población canina del Priorato, no ha aparecido

claridad la distribución bimodal esperada (Fig.

por lo que este método no ha permitido discernir el

serológicos
hallados por la técnica de IFI, en nuestro foco (Fig.
14), tampoco han seguido esta distribución particular, en

contraposición a los hallazgos de Lanotte (1975), también en

zona endémica.

con

13),

título diagnóstico. resultadosLos

Por todo ello se considera el título 1/800 como el límite

inferior que detecta una leishmaniosis evolutiva. Sin

embargo, también se desprende el peligro que conlleva fijar
límites ya que comporta el riesgo de perder títulos bajos de

anticuerpos que pueden ser reflejo de leishmaniosis

debutantes, crípticas o en fase de recesión.

Se estima, por lo tanto, conveniente realizar siempre la

titulación completa de los sueros, para obtener la máxima

información y poder seguir la evolución de los animales, en

especial del grupo de animales serológicamente dudosos.
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No. Muestras
700

«00

900

400

900

200

100

o
1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/8200 >1/6400

*Dot-EUSA"
O

Fig. 13. Resultados serológicos "Dot-ELISA" de los perros

estudiados considerando los resultados

serológicos de cada año.

No. Muestras
120

100

80

60

40

20

0
1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 >1/6400

IFI

Fig. 14. Resultados serológicos IFI de los perros

estudiados

serológicos de cada año.

losconsiderado resultados
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IV.2.2.2. Sensibilidad y especificidad "Dot-ELISA"

títuloLa sensibilidad de la técnica, aceptando como

diagnóstico > 1/800, es muy alta 90.3%.

Se ha calculado sobre 31 perros, con leishmaniosis
confirmada por el hallazgo del parásito en el cultivo

ganglionar, cuyos títulos serológicos oscilaban entre
1/400 - 1/6400 (IV. 2.2.1. b. , pag.l3¿).

28Positivos ciertos

0.90S *Sensibilidad =

28+3Positivos ciertos ♦ Falsos negativos

Representando gráficamente la sensibilidad que se obtiene
tomando como criterio frontera los distintos títulos

serológicos, aparece el título 1/800 como la inflexión en la
curva de sensibilidad (Fig.15).

SENSIBILIDAD DE 'DOT-ELISA'

SENSIBILIDAD

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0 1/100 1/200 V400 1/800 V1600 1/3200 1/6400

CRITERIO FRONTERA

Sensibilidad "Dot-ELISA tt fFig. 15.

La especificidad es totalmente comparable a la estimada para

la técnica de IFI (Lanotte, 1975) como se observa al

analizar los resultados expresados en el apartado
IV. 2.2.1.a., pag.131.
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RELACION DIAGNOSTICO SEROLOGICO "Dot-ELISA"

DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

IV.2.3.

DIAGNOSTICO CLINICO

En la Tabla 12 se observa la relación existente entre los

resultados serológicos obtenidos mediante la técnica

"Dot-ELISA", expresada en títulos, el diagnóstico clínico

según los criterios expuestos en el apartado IV.1.2.1.

(pag. 5"? ) y los resultados de los cultivos ganglionares. La
tabla resume los datos obtenidos de cada uno de los perros,

durante los diversos años, considerándolos

independientes.

como

Sintoaatología

Títulos
'Dot-ELISA"

0 Total++

N’ Cepas/Cultivo (T Cepas/Cultivo N* Cepas/Cultivo N’ Cepas/Cultivo

560 0/3 0/439 0/1 5 0/0 604neg

1/100 0/5 0/3 0/0247 31 8 286 0/8

177 0/141/200 0/6141 28 0/5 0/38

1/400 1/6 3/2559 2/5 0/14 10534 12

1/21/800 29 32 3/12 4/6 77 8/20

30 8/13

19 4/8

30 8/15

16

0/11/1600

1/3200

>1/6400

7 8 2/4 6/815

1/13 8 2/3 1/48

1/28 6 1/3 6/1016

1054 5/25Totales 186 8/45 18/37 1328 31/107

Tabla 12. Resultados serológicos "Dot-ELISA*, sintoaatología y resultados de los cultivos.

N*: DÚaero de perros; Cepas/cultivo: cepas de Leishaania aisladas/cultivos ganglionares

realizados; 0= asintoaático; +: oligosintoaático; ++: sintoaático.
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En 156 análisis se han obtenido serologías significativas
> 1/800, correspondientes a perros con distintos grados de
afectación clínica. Con total ausencia de clínica, grupo de

los asintomáticos, se han detectado 47 casos (30.1%), con

una positividad importante en sus cultivos ganglionares (3
cepas de Leishmania aisladas sobre 6 cultivos realizados) y

con un valor serológico medio calculado como la media

geométrica (TGM) del inverso de los títulos de 1361 (Anexo
n' 6 ). En el grupos de los oligosintomáticos se han
enmarcado 54 casos (34.6%), con 8 aislamientos sobre 22

cultivos y TGM= 1365. En el grupo de los sintomáticos, se

han contabilizado 55 casos (35.3%), con el mayor porcentaje

de positividad en sus cultivos ganglionares (17 cepas

aisladas sobre 28 cultivos) y TGM=2160. Al observar la

sintomatología y los valores serológicos alcanzados,

expresados por su media geométrica, se detecta una tendencia

muy pequeña a aumentar los títulos al incrementar la

clínica, con un aumento aproximado de un título del grupo de

los animales sintomáticos.

Con serologías positivas bajas, poco significativas, con

títulos que oscilan entre 1/100 - 1/400, se han detectado
568 casos. Según su sintomatología se han distribuido
en asintomáticos (78.7%), TGM = 149; oligosintomáticos

(16.4%), TGM = 205, y sintomáticos (4.9%), TGM =

Se ha podido demostrar la presencia de Leishmania en

tres casos, siempre con título serológico 1/400 muy

próximo al título diagnóstico y con sintomatología
variable.

221.

Con serología totalmente negativa han aparecido 604 casos.

Un pequeño número han presentado sintomatología

sospechosa de leishmaniosis (0.8%). Otro pequeño grupo ha

muy

mostrado sintomatología poco específica, compartida con

otras enfermedades, encuadrados

oligosintomáticos (6.5%). La mayoría, el 92.7% de los casos,

en el grupo de los
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no han presentado ningún síntoma clínico relacionado con una

leishmaniosis. En ninguno de los casos los cultivos

ganglionares han resultado positivos.

IV.2.4. PREVALENCIA DE LA PARASITOSIS EN LA COMARCA.

Para conocer la prevalencia de la enfermedad se han tenido
distintasresultados hallados

poblaciones durante los años 1988, 1989 y 1990, donde se

engloban la mayor parte de los animales estudiados, que se

especifican en el apartado IV.2.8.1.A., pag. í5? ya que se

acepta que los focos de leishmaniosis canina se mantienen
constantes durante largo tiempo (Lanotte, 1975; Bettini y

Gradoni, 1986a).

en lasen cuenta los

Al desglosar los resultados según los títulos (Tabla 13),
aparece un 10.2% de animales seropositivos con título

>1/800, que representa la prevalencia encontrada en la zona,

junto a un 40% de animales con serologías bajas y un 49.8%

de animales totalmente negativos.

1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 >1/6400"Dot-ELISA" (Títulos) neg

N animales (1169) 582 257 149 62 51 27 15 26

Frecuencia acumulada (X) 49.8 71.8 84.5 89.8 94.2 96.5 97.8 100

Tabla 13. Ditribución de los animales según sus títulos serológicos.
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IV.2.5. ESTUDIOS DE INCIDENCIA

La incidencia anual de nuevos casos de leishmaniosis en la

población canina se ha determinado examinando dos grupos de
animales: Grupo I, formado por animales jóvenes nacidos
antes de la época de trasmisión (110), y Grupo II donde se

incluyen los animales adultos que habían sido controlados,
con resultado negativo, antes de la época de trasmisión

(265). Los estudios se han realizado siempre transcurridos
como mínimo cuatro meses después de la estación estival, que

es el tiempo de incubación estimado (Lanotte y col

Gradroni y col., 1988). Generalmente se ha realizado el

control hacia el mes de mayo, justo antes del inicio del

nuevo período de transmisión.

1979;• *

La incidencia anual observada en el conjunto de la comarca

del Priorato al considerar los dos grupos, después de los

controles realizados durante los años 1988-1989-1990, se

sitúa en 5.7%. Al desglosar los resultados no aparecen

diferencias significativas entre los dos grupos ya sean

jóvenes o adultos (e= 0.192) (Anexo n' 6 ).

Grupo I Incidencia 5.3%

Grupo II Incidencia 5.8%

IV. 2.6. ESTUDIO DE EVOLUCION DE LOS ANIMALES EN EL TIEMPO.

En la Tabla 9, pag. Sé , se expresa el conjunto de los
resultados serológicos clínicos y parasitológicos obtenidos
en el tiempo, para cada uno de los animales estudiados. Los

controles se han realizado en tiempos diferentes

períodos que han oscilado desde meses hasta varios años.

con
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Para conocer la evolución serológica y clínica de estos

animales se han realizado diversos estudios de seguimiento

en el tiempo.

IV.2.6.1. Evolución espontánea de los animales con títulos
serológicos elevados.

En el período de un añoA.

Para observar la evolución serológica y clínica se ha

estudiado un grupo de 68 animales (Anexo 3), considerados
afectos de leishmaniosis por la detección previa en suero de
niveles significativos de anticuerpos anti-Leishmania. Los

animales se han controlado después del período aproximado de
un año, mediante un análisis serológico y la observación de
su estado clínico general.

A.l. Estudio serológico

En la Tabla 14 se expresa la evolución serológica

experimentada en el período aproximado de un año,

indicándose además los animales que han sido

exitus en este tiempo.

Control subsiguiente (Aprox. 1 año)Serologia

Exitusprevia

neg 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400

1/800 1 4 16 8 2 3/34

1/1600 3 6/9

1/3200 3 5/8

>1/6400 1 6 10/17

Tabla 14. Evolución serológica en el periodo de un año.
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En la Fig. 16 se presenta la evolución serológica de los 44
animales controlados al cabo de un año, después e eliminar

los animales que habían sido exitus en este período. Los

positivamentetítulos serológicos están correlacionados

(Test de Kendall T= 0.704, a4<>0.05) y no presentan

homogeneidad en la tendencia central (Test de Wilcoxon

Z=1.913, a* >0.05).

«a.1/6400_

"Dot-ELISA"

1/3300. ••

BU1/1600.

881/300.

1/400.

1/200.

1/100.

0

1/100 1/200 1/400 1/800 1/1800 1/3200 1/84000

IFI

Figura 16. Evolución serológica en el período de un año.

Los animales con títulos elevados 1/1600 - 1/3200 -1/6400,
han mantenido su titulación inicial, si bien una proporción

muy elevada, aproximadamente 1/3 de los animales, ha sido

exitus en este período.

En el grupo de los animales con título inicial 1/800, título
límite diagnóstico, se ha observado una evolución más

heterogénea. La mortalidad ha sido más baja, reduciéndose al
10% de los casos, y la evolución serológica más dispar. El
50% de los animales han mantenido sus títulos, el 30% han

mostrado tendencia a aumentarlos y el 15% tendencia a

disminuirlos, aunque tan solo en un caso (3%), ha sido un

descenso significativo (mínimo dos diluciones).
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A.2. Estudio clínico

En la Tabla 15, se indica la evolución clínica sufrida
en el tiempo de un año, por el grupo anterior de

animales, diagnosticados serológicamente y clasificados

según su sintomatología en animales con sintomatología
clara (23), animales oligosintomáticos (23) y animales
asintomáticos (22). Se indica además los animales que

han fallecido en este período, presumiblemente a causa

de la enfermedad.

Controles subsiguientes (aprox. 1 año)

Asintomático Oligosintomático Sintomático Exitus

e

N XX N X XN N

Sintomático 0 0 1 4.3 7 30.4 15 65.2

(23)

Oligosintomático 8.71 4.3 8 34.8 12 52.2 2

(23)

Asintomático 8 36.4 6 27.3 1 4.5 7 31.8

(22)

Tabla 15. Evolución clínica en el periodo de un año.

Destacan dos tendencias:

- Evolución lenta de los síntomas que llevaría a los

animales a padecer las distintas fases de

enfermedad descritas: asintomática, oligosintomática

y sintomática, para terminar llevando al animal a la

muerte en varios años (Evolución crónica).

la
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- Evolución clínica rápida, observada en

los animales asintomáticos que son exitus en el período
de un año.

el 31.8% de

La regresión en la sintomatología, en el conjunto de
estudiados, de ellos sometidoninguno

tratamiento, es inapreciable.

animales a

B. En el período de varios años

Entre los animales considerados afectos de leishmaniosis, ya

sea por su serología o por el aislamiento del parásito, al

ampliar el período de control a varios años, aparece un

pequeño grupo que presenta un nuevo comportamiento: la

regresión espontánea de la enfermedad. Estas formas

resolutivas o regresivas han sido anteriormente citadas por

varios autores (Lanotte y col. 1979; Pozio y col

entre animales asintomáticos con títulos serológicos

significativos.

1981a),• í

El estudio se ha realizado sobre un conjunto de animales

varias veces controlados durante dos, tres o más años en los

que se ha observado la evolución serológica y la evolución
clínica. La población afecta, clasificada según su clínica,
se ha distribuido en dos grupos: población sintomática y

población asintomática, donde se han incluido los animales

oligosintomáticos.

La mayor parte de los animales sintomáticos han muerto

durante el período de control, como se esperaba según los

resultados anuales expuestos anteriormente en la Tabla 15.

Los animales asintomáticos han evolucionado clínicamente

hacia formas sintomáticas (85%) en períodos muy variables
desde unos meses (Tabla 9, ej. animal n' 452), hasta varios
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año (Tabla 9, e j. animal n’ 19, 836, 854) como asimismo se

plasmaba en la Tabla 15. Sin embargo, un grupo reducido de
animales (15%) ha sufrido una evolución distinta orientada
hacia la regresión de la infestación (Fig. 17).

Las formas regresivas o de resolución espontánea se han
serológicos

significativos y/o cultivo positivo (Tabla 9, animal n* 423,
445, 446, 450, 825, 831, 845) en los que se ha detectado un

disminución serológica importante sin llegar a negativizar a

lo largo del tiempo, y sin sintomatología clara en ningún
momento. En dos casos pudo demostrarse la presencia del

parásito en el primer examen (Tabla 9, animal n' 423, 845).

títulosobservado 7 animales conen

Población

Sintomática Exitus

Población canina (Clínica)

\afecta Evolución

Población Formas patentes

Asintomática u 85X

01igosintomática

(Sub-clinica)

Formas regresivas

15%

Fig. 17. Evolución clínica esquemática de la población canina positiva (títulos de

anticuerpos i. 1/800 y/o cultivo positivo), de acuerdo con los resultados

obtenidos.

E.C: Evolución crónica; E.A: Evolución aguda.



-146-

IV.2.6.2. Evolución espontánea de los animales con títulos
bajos poco significativos.

A. Estudio serológico

Se ha estudiado un grupo de 52 animales con serologías
período

aproximado de seis meses, el cual se ha realizado en los
meses de Septiembre-Octubre en plena época de

epidemiológico de transmisión de la parasitosis (Anexo V ).

después de uniniciales bajas, controlándose

riesgo

En la Tabla 16, se refleja la variación en los títulos de

anticuerpos, considerando tan solo significativo la
oscilación mínima de dos títulos, e indicando entre

paréntesis los títulos finales alcanzados.

Título
Inicial

Evolución serológica

A (Titulo final)0 V

( 1/200)
( 1/400)
( 1/1600)
(>1/1600)

5/6 1/6 0/6neg
1/100
1/200
1/400

7/8 1/8 0/8
11/12 1/12
21/26 5/26

0/12
0/26

44/52 8/52Total 0/52

Tabla 16. Variación de las tasas de anticuerpos en animales con

títulos serológicos bajos durante el período de control.

0: no variación significativa del título de anticuerpos;

A: aumento significativo del título de anticuerpos (mínimo
dos titulaciones);V: descenso significativo del título de

anticuerpos (mínimo dos titulaciones).
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En la Fig. 18 se representan gráficamente los títulos de
anticuerpos en el segundo control respecto a los títulos que

poseían estos mismos animales en el primer control. Los

positivamentetítulos serológicos están correlacionados

(coeficiente de concordancia Kendall T = 0.070, a<>0.05) y

no mantienen homogeneidad en su tendencia central (Prueba
"T" de Wilcoxon Z= 1.913, a >0.05).

"7

1/6400,
"Dot-ELISA"

1/3200.

1/1000.

1/800.

S!1/400.

&vaoo.,

vioo.,

o

1/100 1/aoo 1/400 1/800 1/1800 1/3200 1/8400o IFI

Fig. 18. Evolución serológica en el período de 6 meses.

La mayor parte de los animales han mantenido su titulación

inicial, observándose en un 10-20% de los casos incrementos

significativos, que en algunos casos han superado el umbral

diagnóstico.

En el grupo con serología inicial 1/400, un elevado número
de animales ha sufrido incrementos significativos (19%),
manifestándose con mayor claridad la tendencia de los

títulos a aumentar al desglosar los resultados (40%) (Tabla
17).
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1ra Determinación Control Subsiguiente

N* N*Título Título

1/400 1/200

1/400

1/800
> 1/1600

4/26

12/26

5/26

5/26

26

Tabla 17. Evolución serológica de los animales con

título inicial 1/400 durante el período
de control.

B. Estudio clínico

Entre los 52 animales con títulos serológicos bajos destaca

un grupo de 6 animales (12%) que presentaban al primer
análisis sintomatología compatible con una leishmaniosis,

junto a un grupo de 14 animales (27%) oligosintomáticos y un

importante, detercer grupo, más

asintomáticos.

(62%)32 animales

La evolución clínica de estos animales (Tabla 18) no

coincide estrictamente con su evolución serológica indicada

en la Tabla 16, pagJVé.
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Evolución clínicaSintomatologia
inicial

0 + ++

21/32 9/32 2/32

0/14 11/14 3/14

2/6 4/6

Asintomáticos (0)
Oligosintomáticos (+)
Sintomáticos (++) 0/6

Tabla 18. Evolución clínica de los animales con

títulos serológicos bajos en la primera

determinación, durante el período de
control.

IV.2.7. DISTRIBUCION DE LA LEISHMANIOSIS EN FUNCION DE LA

ESTRUCTURA DE LA POBLACION CANINA.

Las características individuales de los animales pueden

influir en la capacidad de adquirir la leishmaniosis. Han

sido valoradas características distintas tales como la edad,

sexo, tipo de pelo, peso, tamaño y actitud. La raza no ha
sido considerada ya que la mayor parte de la población
estudiada era mestiza.

(Tabla 9.La población canina presentada anteriormente

pag.tfé), abarca un conjunto de animales estudiados durante
varios años, muchos de los cuales se han ido incorporando en

distintos tiempos. Para evitar distorsiones en el análisis
se ha escogido la población canina estudiada durante los

años 1988-1989-1990, considerando los resultados serológicos
obtenidos en la primera determinación, independientemente de
si el animal presentaba seroconversión posterior. Se han
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considerado animales afectos de leishmaniosis aquellos con

serologías iguales o superiores al título diagnóstico 1/800

y/o con cultivo positivo.

IV.2.7.1. Influencia de la edad

Los animales estudiados se han distribuido según sus

en siete categorías como se indica en la Tabla 19.

edades

n*/N* P(%)Edad

(años)

10/190

5/135

16/115

10/121

15/86

10/62

22/197

1 5.3

2 3.7

x23 13.9 = 21.6

8.34 g.l.= 6

p < 0.055 17.4

6 16.1

11.2> 7

Tabla 19. Prevalencia de la enfermedad según la edad del

animal.

n*: número de animales afectos de leishmaniosis;
N°: número de animales estudiados; P: Prevalencia.

estadísticoEl tratamiento relaciónmuestra

significativa entre la edad y el padecimiento de

enfermedad, que se traduce en el aumento de la prevalencia
con la edad, como se observa en el histograma según edades

agrupadas (Fig. 19).

una

la
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Fig. 19. Prevalencia de la leishmaniosis canina según grupos

de edad.

IV.2.7.2. Influencia del sexo.

Los dos sexos han estado representados aproximadamente en

las mismas proporciones, ya que los perros analizados se han
distribuido en 432 machos y 501 hembras, en un total de 933
animales.

La prevalencia ha sido mayor en el grupo de los machos

(52/432), con un 12%,

(36/501), con un 7.2% (Fig.
estadísticamente

significación p <0.05 x2= 6.4

que en el grupo de las hembras

20).
diferentes

La dos reparticiones

con un grado deson
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SEXO

Fig. 20. Prevalencia de la leishmaniosis canina según el
sexo.

Sin embargo, al considerar el sexo de los perros según su

edad, se observa que la diferencia respecto al sexo entre

los perros jóvenes no existe, siendo la diferencia tan solo

significativa en el grupo de los adultos, donde podrían
influir otros factores, (Tabla 20, Fig. 21), entre los que

cabe considerar la gestación en las hembras que podría
desencadenar la evolución aguda de la enfermedad.

SEXO EDAD

1-2 años
n*/N* X

3-4 años
n*/N* X

5-6 años
n*/N* %

£ 7 años
n*/N* X

9/155 5.8

6/170 3.5

13/113 11.5 16/65 24.6

13/123 10.6 9/83 10.8

14/94 14.9

8/118 6.8

Macho

Hembra

x* = 0.9 x* * 0.1 «2 s 4.9 x2 = 3.7

p > 0.05 p > 0.05 p < 0.05 p > 0.05

Tabla 20. Influencia del sexo según los grupos de edad.

n*: número de animales afectos de leishmaniosis

N*: número de animales controlados
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Aceptando un riesgo del 5% tan solo se cumple la hipótesis
de dependencia en el grupo de animales adultos de 5-6 años,
hallándose en el límite el grupo de los animales viejos > 7
años.

P
40

90

20

10

0
5-6 a >7a1-2 a 3-4a

EDAD
X//J Hembras| j Machos

Fig.21. Prevalencia de la leishmaniosis según el sexo en

las distintas edades.

IV.2.7.3 Influencia de la longitud del pelo

Al agrupar los perros según la longitud de su pelaje, se han
considerado tres categorías: perros con pelo corto (406),
perros con pelo medio (140) y perros con pelo largo (378).
Las prevalencias halladas se indican en la Tabla 21.
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n*/N* P(%)Pelo

42/406

13/140

34/378

10.3corto

9.3medio

largo 9.0

Tabla 21. Prevalencia de la enfermedad según la longitud del

pelo.
n°: número de animales afectos de leishmaniosis;

N': número de animales estudiados; P: prevalencia.

No se detecta diferencia estadísticamente significativa

según sea la longitud del pelo (x2=0.43, g.l.= 2, p> 0.05).

1.2.7.4. Influencia del peso y tamaño

Se ha distribuido la población canina estudiada según su

peso aproximado, que es una medida indirecta de su tamaño,
en tres grupos: < 12 Kg, (243 animales), entre 12-35Kg (558
animales) y > 35 Kg (123 animales), como se muestra en la

Tabla 22, donde se indican las prevalencias detectadas.

La diferencia estadísticamente no es significativa (x2=5.2,

g.l.= 2, p > 0.05), aunque se observa una mayor tendencia a

contraer la enfermedad al aumentar el peso y tamaño del
animal.
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n*/N* P(%)Peso

19/243

52/558

18/123

7.8< 12 Kg
> 12 Kg < 35 Kg
> 35 Kg

9.3

14.6

Tabla 22. Prevalencia de la enfermedad según el peso del

animal.

n*: número de animales afectos de leishmaniosis;

N°: número de animales estudiados; P: prevalencia.

IV.2.7.5. Influencia de la actividad

La población canina estudiada es una población rural en su

mayor parte, que habita en el interior o muy cerca de las

casas, pero con actividad diurna en el exterior, por los

campos y libremente dentro de los municipios.

Por ello sólo se han tenido en cuenta dos grupos, los perros

de compañía y vigilancia (574) y los perros dedicados a la
caza y al pastoreo (358). Los dos grupos están compuestos

por animales que pasan parte del día al exterior, siendo la

mayor diferencia debida al desplazamiento más importante
hacia otras zonas de los perros de caza y pastoreo. En la

Tabla 23 se indica la prevalencia observada.

La diferencia no es estadísticamente significativa (x2=0.78,

p > 0.05) entre los dos grupos, como era de esperar ante la

poca heterogenidad de la muestra.
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n* /N‘ P (%)Actividad

Compañía y vigilancia

Caza y pastoreo

59/574

30/358

10.3

8.4

Tabla 23. Prevalencia de la enfermedad según la actividad

del animal.

n’: número de animales afectos de leishmaniosis;

N*: múmero de animales estudiados; P: prevalencia.

IV.2.8. DISTRIBUCION ESPACIAL DE LA LEISHMANIOSIS CANINA

IV.2.8.1. Distribución por localidades

La población canina estudiada ha procedido de 26 localidades

(Tabla 4, pag.53 ) de la Comarca del Priorat (Fig. 6,

pag.fd). En algunas de ellas el estudio se repitió en años

sucesivos.

Los resultados serológicos obtenidos por población y año, se

indican en la Tabla 24. Cuando por circunstancias diversas,

determinación

serológica en un mismo año únicamente se ha tenido en cuenta

una sola determinación: aquella que dió un título mayor.

a un animal se le efectuó más de una



-157-

Año "Dot-ELISA”: neg 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 >1/6400
: neg 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 >1/640

Localidad

IPI

1. Belliunt 1989 29 12 3 2 2 1 31

2. Cabassers 1989 21 6 21

1990 14 7 3 1 2

3. Capones 1988 211 4 1

1989 21 1

4. Ciurana 1989 9

5. Cornudella 1'1985 65* 2' 1*

1989 26 7 3 2 1 2

1990 30 6 3 4 2 1 1

6. El Molar 1989 13 11 311 1 1 2 1

1990 13 5 13 2 1

7. Els Guiaiets 1989 12 6 5 3 2 5

8. Falset 1988 2743 1 3 2 3 2

1989 9 18 6 3 24 1

1990 38 20 8 4 3

9.Gratallops 1988 21 1 2 3 1

1989 8 6 3 1

10. La Bisbal 1989 810 2

11. La Figuera

12. La Morera

1989 11 6 2 1

1988 10 3

1990 6 2 1

13. La Torre de F. 1989

14. Lloa

15. Marga

16. Margalef

1 2 1 1

1989 1 4 3 3 3 1

1989 17 4 2 1 2

1988 14 1

1990 11 2 6

17. Masroig

18. Poboleda

1989 24 8 6 3 1

1986 21* 6* 13* 10* 1* 2* 5* 2'

1988 16 3 2 2 1 1 3

1989 23 5 2 2 4

/
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/

Año 'Dot-BLISA*: neg 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 >1/6400
: neg 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 >1/640

Localidad

IFI

230 3 2 1 119. Porrera 1988 6

3 6 11989 1

1 111990 23 9 12 3

2120. Pradell I. 1989 14 10 3

2221. Scala Dei 1988 7

11989

1990 14

22. Torroja 1987 7 3 13 14 4

251988 8 6 8 3 1

1989 8 2 4 34 11

1990 5 7 4 3 11

23. Ulldeiolins 1989

24. Vilella Alta 1986

15 18 5

3* 4’ 1* 1*8* 3*

1989 13 7 2 1

7‘ 5*3’ r25. Vilella Baixa 1986

1989 7 7 5 5 2

1990 3 52 6 5 1

26. La Venta 1989 7 7 26 2 1 2 1

1990 3 2 22 1 1

598 279 161 78 59 28 18

97* 16* 23* 13* 6’ 2’ 6*

28Totales

2*

Tabla 24. Resultados serológicos "Dot-ELISA" e IFI por localidad y año.

*: Resultados IFI.
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A. Estudios de prevalencia

Los resultados anteriores se han resumido por población y

año según sus prevalencias (P) y la media geométrica de la

inversa de sus títulos, TGM. Para comparar mejor los
resultados entre sí, se ha calculado cuando ha sido posible
la media de la prevalencia (Pm) y de la TGM (TGMm) de los
últimos años (1988, 1989 y 1990) (Tabla 25, F,y. zz y

Al considerar la prevalencia media de las distintas
localidades estudiadas aparecen resultados variables que

oscilan entre valores negativos (Pm=0) en pueblos como La

Bisbal , Margalef y Ciurana, hasta valores máximos

(alrededor del 25%) en localidades como Lloá, Torroja y La
Venta. Estadísticamente la diferencia es significativa (x2 =

78.97, p < 0.001 g.l.= 25).

La TGM (Anexo 6 ) aparece como una buena medida de la

actividad enzoótica de la enfermedad en el espacio, ya que

tiene en cuenta el total de los resultados inmunológicos sin
necesidad de interpretar los resultados. Por ello puede ser

un buen índice para comparar los resultados serológicos
obtenidos en diferentes zonas, aunque no expresa en ningún
momento la prevalencia de la enfermedad. Por otro lado,

presenta el inconveniente de sobreestimar los

serológicos bajos, ya que su cálculo está muy influenciado

por el número de análisis con títulos bajos o nulos. Para su

cálculo no es posible utilizar valores negativos por lo que

se ha adoptado considerar que todos los sueros serían

positivos si no estuvieran diluidos (dilución 1/1) (Lanotte,
1975).

títulos
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19901985-86-87 1989 1988-89-90Localidad 1988

P TGM P TGK P TGH P TGK Pi TGKi

13.2 13.5 13.2 13.51 Belliunt

12.2 7.0 7.46.7 4.7 7.42 Cabassers

3 Capones

4 Ciurana

5 Cornudella

5.6 8.15.6 8.1

1 0 101.5* 1.2* 6.4 8.5 8.0 7.9 7.27.3

7.7 36.211.6 47.2 2.9 25.86 El Kolar

21.2 40.67 Els Guiaaets 21.2 40.6

11.7 (16.3 72.5) 11.64.1 11.5 6.48.68 Falset

9 Gratallops

10 La Bisbal

11 La Figuera

12 La Morera

13 La Torre de F.

14 Lloa

15 Marga

16 Kargalef

17 Kasroig
18 Poboleda

7.34.5 0 15.6 1.83.6

10.7 0 10.70

5 5 9.89.8

1.7 11.1 6.3 4.6 4.00

0 60.3 0 60.3

26.7 26.7 202.6202.6

19.2 8.4 19.2 8.4

3.80 1.4 0 8.6 0

2.4 9.2 2.4 9.2

16.7* 11.4* 25 17.9 16.7 10.1 18.6 13.0

19 Porrera 8.9 6.9 9.1 36.6 6 18.7 7.6 13.1

20 Pradell

21 Scala Dei

18.1 10 18.110

18.2 11.3 0 2.9 9.1 7.4

22 Torreja

23 ülldeaolins

24 Vilella Alta 5»

15.6 98.6 24.2 84.0 21.9 73.4 19.1 62.4 22.1 74.3

0 17.8 0 17.8

31.6* 4.3 8.6 4.3 8.6

25 Vilella Baixa 6.2 9.2 16.77.7 50.6 27.3 160.1 85.8

26 La Venta 21.4 80.7 36.4 113.4 28.9 88.9

Tabla 25. Resuden de los resultados serológicos, expresados en Prevalencia y TGK, por localidad y

año.

* Resultados obtenidos aediante la técnica de IFI.

( ) los resultados englobados en un paréntesis, no han sido tonados en cuenta al

calcular la aedia de los tres filtiaos años, debido a sesgos en el sisteaa de auestreo.

P: Prevalencia; TGK: aedia geoaétrica de la inversa de los títulos serológicos; Pn:

prevalencia aedia.
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Fig. 22.



-162-

23
O

16
10 O
O

512 4OO O
21

2 OO
18 26
O2425 O

11 22O

9
O 1914

O

16
O 20

O8
O

17 15 13O O

7 3
O

• TGM$»30
O TG M <30

Distribución de la leishmaniosis canina en la

comarca según los valores de TGM hallados en las

localidades estudiadas.

Fig. 23.



-163-

Estudios de incidenciaB.

El cálculo de la incidencia en cada una de las poblaciones

se ha realizado tal como se indica en el apartado IV.2.5.,

para el estudio de la incidencia global de la
leishmaniosis en la comarca.

Pag.

En ocasiones ha sido difícil conocer la aparición de nuevos

casos en un año (incidencia anual), pero en cambio se

conocía para períodos de tiempo superiores, que han sido

igualmente considerados después de realizar la

transformación correspondiente.

En la Tabla 26 se muestran las incidencias anuales

calculadas en diversas poblaciones, no siendo posible el
cálculo en las restantes localidades ya fuera porque el
número de animales controlados era poco significativo o

porque no se habían realizado controles sucesivos.

N* Localidad n' animales

controlados

Incidencia

anual (%)

2 Cabassers 25 4

5 Cornudella 58 2.8

6 El Molar

8 Falset

9 Gratallops

12 La Morera

16 Margalef

18 Poboleda

30 3.3

50 3.7

7 0

9 5.5

14 0

28 12.5

19 Porrera

22 Torroja

25 Vilella Baixa

40 7.5

67 13.4

39 9.3

Tabla 26. Incidencia de la leishmaniosis en diversas

localidades.

N’: número de localidad.
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IV.2.8.2. Distribución espacial por áreas.

Para mejor valorar la repartición en el espacio de la

leishmaniosis, sobre un número de muestras mayor y por tanto
más representativo, la comarca el Priorat se ha dividido en

seis áreas de 10x10 km.

En la Tabla 27 se indica la prevalencia media (Pm), TGMm y

la incidencia anual media (Im) en las diversas áreas,
calculadas a partir de los resultados obtenidos en los tres

últimos años, 1988-1989-1990. En ella no se ha tenido en

cuenta los resultados de la población N* 8 del 1989 por el

muestreo;

contabilizado los resultados del año 1989 de la población N’
3 y N‘ 21 por el escaso número de muestras estudiadas.

sesgo introducido el hatampocoen se

N“ muestras Localidades (N*)Area Pm TGMm Im

% %

0 5.6A 54 10,16

4,5,12,23

2,9,11,14,21,24,25

18,19,22,26

1,6,7,17

3,8,13,15,20

5.1 7.4 3.7

9.3 16.1 6.2

16.9 28.0 9.2

B 157

C 225

295D

10.2 21.6E 205

8.2 11.9F 233

Tabla 27. Distribución de la leishmaniosis canina en la comarca por

áreas (100 Km2).
Pm: prevalencia media; TGM: media geométrica de la inversa
de los títulos; Im: incidencia media.

x2= 27.5 g.l.=5 p< 0.05
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Pm: O Pm: 5.1
B

TGMm: 5.6 TGMm: 7.4

£ Pm: 9.3 Pm: 16.9

TGMm: 28.0TGMm: 16.1

Pm: 10.2

pi Pm: 8.2E
TGMm: 21.6 TGMm: 11.9

Fig. 24. Leishmaniosis canina en la comarca según los
valores de prevalencia y TGM detectados en las

áreas descritas (100 Km2).



-166-

Destaca el área A donde no se ha encontrado ningún animal

afectado de leishmaniosis, como expresa la prevalencia nula

hallada Pm = 0. Sin embargo, la TGMm detectada, aunque baja,
nos indica que existen animales con títulos bajos de

anticuerpos específicos anti-Leishmania. sin alcanzar el
umbral diagnóstico. El área B presenta Pm y TGMm intermedia,

y las áreas restantes C,D,E y F, presentan todas ellas Pm y

TGMm elevadas. C -2*»).

IV.2.8.3. Distribución altitudinal

Agrupadas las localidades según altitudes (Tabla 28) se

observa que la mayor prevalencia de la leishmaniosis se

detecta entre 200-500 metros, siendo baja o nula a altitudes

mayores, aunque presenta valores de TGMm indicativos de la

presencia de la afección.

n' muestras Localidades incluidas (N°)Altitud Pm TGMm

200-300

301-400

11.89 28.77

9.82 12.95

286 1,3,6,7,14,17,25

2,8,9,10,13,15,16,18,19,22,24

20,21,26

621

401-500 17.65 31.71 85

501-600

601-700

7.41 7.63 108 5,11

0 17.78

3.23 2.67

38 23

701-800 31 4,12

Tabla 28. Distribución de la leishmaniosis canina en la según las

distintas altitudes.

Pm: prevalencia media; TGM: media geométrica de la inversa

de los títulos.



-167-

En las Figs. 25 y 26 se presenta graficámente la relación
leishmaniosis canina expresada

prevalencia y en TGM y los distintos niveles altitudinales
en la comarca.

existente entre la en

Pm (%)20 »

10

s

■

o
200-900 (01-000

ALTITUD (m)
Fig. 25. Leishmaniosis canina expresada en prevalencia según

201-400 401-500 •01-700 701-200

la altitud.

TGMm
as |

ao

25

20

15

5

Á«

ALTITUD (m)

Fig. 26. Leishmaniosis canina expresada en TGM según la

altitud.
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IV.2.8.4. Distribución global.

A la vista de los resultados hallados según las áreas

teóricas descritas (Tabla 27, pag.íé^), los estratos según
altitudes y teniendo en cuenta, asimismo, los resultados de
las localidades que las conforman (Tabla 25, pag.l&o) y su

distribución geográfica en la comarca (Fig. 6, pag ‘ii ),
podrían considerarse dos grandes bloques:

a) Zona de alta endemia que correspondería a las áreas
anteriormente descritas C,D,E y F, que constituyen el
Priorat Central y el Bajo Priorat .

b) Zona de baja endemia constituida por las áreas A y B

(Alto Priorat ), separadas del resto por el macizo del
Montsant que actuaría de barrera natural.

IV.2.9. IDENTIFICACION DEL PARASITO.

Las cepas de Leishmania aisladas, en la población
canina de la comarca del Priorat , se han caracterizado

por sus perfiles enzimáticos. El estudio isoenzimático ha

permitido individualizar dos zimodemas MON-1 y MON-77,
pertenecientes al complejo Leishmania infantum (Moreno,
1989) que difieren tan solo en un isoenzima G6PD como se

observa en la Tabla 29.

MDH G6PD NP GOT FH MPI GPI ME PGD GLUD PGMZimodema

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 102* 100 100 100 100 100 100 100 100 100

MON-1

MON-7?

Tabla 29. Perfiles enzimáticos de los

identificados en el perro.

* Electromorfo compuesto.

zimodemas
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En la Tabla 30 se indican las cepas aisladas siguiendo la

pag.8^) ynomenclatura recomendada por la O.M.S. (IV.1.3.2
los zimodemas caracterizados. Se indica, además, el órgano
del cual se ha aislado la cepa, el número de identificación
del animal y la localidad de procedencia.

♦ í

Entre las 27 cepas identificadas, la mayoría (20 cepas

corresponden al zimodema MON-1, que es el zimodema

habitualmente hallado en las formas viscerales, humanas y

caninas, de la región mediterránea occidental. Aparecen 7

zimodema distinto,

pertenecientes al zimodema MON-77 (Moreno, 1989) y en la

actualidad no aislado de ningún otro foco.

identificadas comocepas con

Destaca el caso del animal n* 436 de la población de

la Torroja, que presentó los dos zimodemas, MON-1 y MON-77,
en condiciones simpátricas, aislados de ganglio poplíteo y

de una lesión cutánea respectivamente.

Organo N*A N* LNomenclatura cepa Zimodema

MCAN/ES/86/ LEM-937

MCAN/ES/86/ LEM-938

MCAN/ES/86/ LEM-939

MCAN/ES/86/ LEM-935

MCAN/ES/86/ LEM-931

MCAN/ES/86/ LEM-936

MCAN/ES/87/ LEM-1151

MCAN/ES/87/ LEM-1165

MCAN/ES/87/ LEM-1152

MCAN/ES/87/ LEM-1149

MCAN/ES/87/ LEM-1148

MCAN/ES/87/ LEM-1147

MCAN/ES/88/ BCN-23

835 18MON-1 g

MON-1

MON-1

836 18g

845 18g

MON-77 809 18g

MON-1

MON-1

MON-1

804 18g

829 18g

447 22g

MON-1 444 22g

MON-1

MON-77

MON-77

436 22g

1 436 22

429 22g

MON-1 423 22g

MON-1 448 22g

/
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/

Organo N’A N’LZimodemaNomenclatura cepa

MCAN/ES/88/ BCN-26

MCAN/ES/88/ BCN-27

MCAN/ES/89/ BCN-31

MCAN/ES/89/ BCN-35

MCAN/ES/89/ BCN-36

MCAN/ES/89/ BCN-37

MCAN/ES/89/ BCN-38

MCAN/ES/89/ BCN-39

MCAN/ES/89/ BCN-40

MCAN/ES/89/ BCN-43

MCAN/ES/89/ BCN-44

MCAN/ES/89/ BCN-45

MCAN/ES/89/ BCN-47

MCAN/ES/89/ BCN-48

45 19MON-1 g

829 18MON-1 g

461 22MON-1 g

429 22MON-77 g

612 1MON-1

MON-1

MON-1

g

307 21g

18801g

429 22MON-77 1

452 22MON-77

MON-1

MON-1

g

977 8g

15739g

101 6MON-77 g

968 8MON-1 g

104 6MON-1 g

Tabla 30. Caracterización isoenzimática de las cepas

aisladas y su procedencia.
M.O: médula ósea; g: ganglio poplíteo; l:lesión
cutánea. N°A: número de identificación del

animal. N’L: número de la localidad a la que

pertenece el animal.
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DISCUSION
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IV.3. DISCUSION

El estudio de la enzootia canina constituye una etapa esencial

para el conocimiento de la estructura y dinámica de un foco

leishmaniósico. Los estudios serológicos de cribado y control

han permitido detectar la morbilidad y seguir la evolución de
los animales, para conocer el estado inmunológico frente a

Leishmania de la población canina y valorar su significado.

IV.3.1. UTILIDAD E IDONEIDAD DE LA TECNICA "Dot-ELISA"

Son diversas las técnicas serológicas que han sido descritas

para el diagnóstico de la leishmaniosis. Entre ellas, cabe

destacar, la técnica clásica de la IFI (Lanotte, 1975; Badaró

y col., 1983), las técnicas inmunoenzimáticas "ELISA" y "Dot-
1984; Pappas y col.,

1985; Choudhry y

1991), técnicas de aglutinación

1986; El Harith y col

1986), técnicas de látex (Mayrink y col

Dereure, 1986), técnicas de hemoaglutinación indirecta o HAI

(Ghose y col

ELISA" (Hommel y col

1983b; El Amin El Roufaie Mohammmed y col

1990; Scott y col
directa (El Harith y col.,

Franck y col

1978; Ho y col• J • )

• í

col. • >

1989;

1972;

• )

• í• *

1980; Mancianti y Meciani,

Roufaie Mohammed y col., 1986) y las técnicas de precipitación

1988b; El Amin El• >

en gel, entre las que sobresale la contrainmunoelectroforesis

o CIEF (Mansueto y col.,

Korte de. y col., 1990).

1979; Mancianti y Meciani, 1988b;

En el presente estudio se ha utilizado, fundamentalmente, la
técnica "Dot-ELISA", descrita y estandarizada por Pappas y

col. (1983b, 1984b) para el diagnóstico de la leishmaniosis

visceral del Viejo Mundo.

El "Dot-ELISA" ha sido escogido por ser una técnica fácilmente

ya que admite la
conservación de los reactivos a 4°C y la lectura visual de los

adaptable a estudios sobre el terreno
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resultados. Además presenta como ventajas el ser una técnica

rápida (aproximadamente 2h. ) y requerir muy pequeñas
cantidades de antígeno. La técnica ha sido modificada
introduciendo como conjugado la Proteína-A unida al enzima

peroxidasa, que permite el estudio del perro y de otros

animales (roedores, zorros, ovejas, cabras, etc.) utilizando
un mismo conjugado, y que consigue trabajar a diluciones muy

elevadas de suero (Reed y col. 1990), con lo que desaparecen

muchos problemas de inspecificidades propias de las sueros

poco diluidos.

Aunque el "Dot-ELISA"-Proteína A-PO había sido estandarizado
con anterioridad por nuestro equipo (Serra y col., 1987; Fisa

y col., 1987; Portús y col., 1987b), en el presente trabajo
se ha revisado la determinación del título diagnóstico. Ello

se ha realizado comparando los resultados del "Dot-ELISA" con

los obtenidos mediante la IFI (realizada en paralelo) y con

los resultados parasitológicos, y además aplicando el método

global de la distribución bimodal que sufren los títulos

serológicos en zona endémica, indicado por varios autores

1977; Abranches y col.,(Kagan y col., 1969; Lanotte y col

1983b).

• í

De los resultados (IV.2.2.1., pag./3l) se desprende la adopción
del título 1/800 como el título diagnóstico que expresa una

leishmaniosis evolutiva, con una sensibilidad de 90.3% y una

especificidad comparable a la de la técnica de IFI. Sin

embargo, debe indicarse la importancia de los títulos bajos,

principalmente 1/400 (12% positividad en el examen

etiológico), que pueden ser indicativos de leishmaniosis

incipientes, crípticas o recesivas. La aparición de muchos

animales con títulos bajos, que no superan el umbral

diagnóstico, no ha permitido discernir el título diagnóstico
por el método global de repartición bimodal de los títulos

indicado (Kagan y col., 1969).
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IV.3.2. RELACION SEROLOGIA-PATOLOGIA

Al observar la relación entre los resultados serológicos
hallados y el estado clínico que presentaban los animales

(Tabla 12, pag.137) aparece una clara divergencia entre los
animales con títulos >1/800, título diagnóstico, y los

animales que presentaban títulos inferiores.

Los animales seropositivos con títulos >1/800,
considerados animales con una leishmaniosis evolutiva,

han presentado una sintomatología variada. Tan solo un

35% de los animales han mostrado sintomatología clara,

estado sintomático, frente a un 65% que se han definido
como asintomáticos (30%) u oligosintomáticos (35%).
Nuestros datos corroboran, una vez más, la frecuencia

de formas asintomáticas en el perro, que han sido

repetidas veces citadas en focos del Mediterráneo, con

porcentajes que oscilan entre un 10%-65% (Lanotte y

col., 1979; Gradoni y col., 1980; Pozio y col., 1981a;
Mansueto y col., 1982; Jambou y col., 1986; Mancianti

y col., 1986; Mancianti y col., 1988a; Marty y col.,

1986; Martínez Cruz, 1989; Brandonisio y col., 1990).

No se ha hallado una relación manifiesta entre los

títulos serológicos hallados y la sintomatología que

presentaba el animal. Tan solo se ha detectado una

ligera tendencia a aumentar los títulos, expresada por

un ligero aumento de la inversa de su media geométrica
(TGM), cuando empeoró la clínica, coincidiendo en ello

con Lanotte y col. (1979) y Mancianti y col. (1988a),

quienes citan la independencia entre los títulos

serológicos y los síntomas clínicos, lo cual difiere de

los resultados presentados por Pozio y col. (1981a),

quienes consideran que al aumentar el título aumenta la

severidad de los síntomas, aunque también observan
resultados dispares.
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Los animales con serologías positivas bajas, que no

superan el umbral diagnóstico, o totalmente negativas,
no han presentado en su mayoría sintomatología

sospechosa.

oligosintomáticos que englobados en un solo grupo

representan el 95% de los casos, frente a un 5% que han

presentado sintomatología.

asintomáticos79% 16%yeran

IV.3.3. RELACION CULTIVO CON SEROLOGIA Y CLINICA

Al relacionar los cultivos con la serología y la clínica

(Tabla 12, pag. I3T ), se observa que existe una diferencia
marcada en el éxito de los cultivos según la serología hallada

y una escasa influencia de la sintomatología.

En el grupo de animales con serología >1/800 el

porcentaje de aislamientos es aproximadamente del 50%

sobre las punciones ganglionares realizadas, sin

observarse variaciones importantes al aumentar el

título, lo que difiere de los resultados presentados

por Lanotte (1975), quien observa un aumento paralelo
de positividad al aumentar los títulos, y de Pozio y

col. (1981a) quienes hallan un incremento de

positividad en la observación microscópica.

El método carece de una buena sensibilidad. Sin

embargo, estudios realizados por Lanotte (1975) indican

que es posible obtener aproximadamente un 94% de éxito

en el diagnóstico parasitológico si se realizan tres

punciones ganglionares consecutivas. La escasa

sensibilidad de la técnica puede ser debida a causas

muy variadas: punciones incorrectas, medio de cultivo

temperatura inadecuada, contaminaciones

accidentales, baja tasa de parásitos, mal crecimiento
de la cepa, etc.

alterado I
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En el grupo de animales con serologías bajas no

significativas, el cultivo ha sido positivo en tan solo

3 casos sobre 51 punciones ganglionares realizadas. Los

tres casos aislados pertenecían a animales con título

serológico 1/400, muy próximo al título diagnóstico

(porcentaje de aislamientos 12%).

De los resultados parasitológicos parece desprenderse que el

parásito está presente en los ganglios linfáticos, en los
animales con seropositividad, independientemente de la clínica

que presenten.

Los títulos serológicos bajos pueden representar leishmaniosis

incipientes, en las que el parásito está presente en bajas

tasas, o leishmaniosis regresivas, en las que el parásito

tiende a desaparecer. Es posible también que la baja tasa de

anticuerpos presentes sea el resultado de contactos con el

parásito que no prosperaron (Dunan y col., 1989). No puede

descartarse tampoco la posibilidad de reacciones cruzadas

(Dunan y Toga, 1988), aún cuando su existencia no parece

probable, al menos en proporción importante, ya que en

técnicaestudios realizados utilizando

inmunoenziática en zona no endémica no se detectaron (Seguí,

1991) .

la misma

IV.3.4. PREVALENCIA E INCIDENCIA

En la comarca estudiada la prevalencia de la enfermedad se

sitúa en 10.2%, con un 40% de animales con serologías bajas

y tan solo con un 49.8% totalmente seronegativos (IV.2.4.,

pag J3f).

La prevalencia hallada es comparable a los resultados

encontrados en distintas zonas de España: en Zaragoza
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1985), en Granada (Reyes Magaña

1990), en Salamanca

(Castillo Hernández y col

y col

• 9

Martínez Cruz y col1988; • 9• 9

(Encinas Grandes y col., 1988), en Almería (Sanchís Marín y

1989) (Tabla 2, pag .31).col., 1986), en Cáceres (Nieto y col • I

Comparando con otros focos del Mediterráneo, se asemeja a las
halladas en Francia en los Alpes Marítimos (Marty y col

1988b) y en Córcega (Rioux y col
en Italia en Promontorio Gargano (Brandonisio y col
en Portugal en la zona de rural de Lisboa y en el Alto Duero

(Abranches y col

• 9

1972b),

1990),
1986; Marty y col • »• 9

* 9

1990), en Argelia1983b, Abranches y col

en Biskra (Belazzoug, 1986a), en el centro de Túnez (Ben

• f• I

1990), etc. Es inferior, sin embargo, a losIsmail y col

resultados hallados en otros focos italianos (Gradoni y col

• 9

• *

1981b) y de1986; Mansueto y col1980, Mancianti y col

Malta (Cañavate y col., 1990) y superior a la detectada en

otros focos franceses (Rioux y col.,

1978) e italianos (Gradoni y col

• 9• 9

1985, Lanotte y col.,

1980).• 9

Es importante remarcar la existencia de un elevado porcentaje

(40%) de animales con baja seropositividad que no llegan al
umbral diagnóstico, citado también en otros focos

leishmaniósicos (Abranches y col., 1983b; Acedo Sánchez y

col., 1991), máxime cuando su presencia es escasa o nula

cuando se analizan animales procedentes de zona no endémica,
1-2% en Menorca (Seguí, 1991).

pag.f**o), se ha situado alrededor
del 6% (5.7%), sin observarse diferencias estadísticas entre

animales jóvenes y animales adultos, lo que parece indicar que

no existe una predisposición especial a contraer la enfermedad

según la edad del individuo. Gradoni y col. (1988), en

estudios realizados en la isla de Elba, indican una mayor

incidencia en los animales adultos, remarcando la posibilidad
de infecciones inaparentes en este grupo no percibidas en el
examen previo, detectando una incidencia de 12.4% cuando la

La incidencia anual (IV.2.5 • 9
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prevalencia en el foco es de 22.2% y observando una

disminución substancial (4.6%) cuando la prevalencia desciende
a 14.2%, después de la aplicación de medidas de control

(tratamiento y eutanasia). Dunan y col. (1989) señalan a su

vez una incidencia del 5.7% en una zona endémica donde la

prevalencia en población asintomática es de 12.2%. Morillas
Márquez y col. (1989) citan en Granada una incidencia del 5%.

(Prevalencia 8.8%, Reyes Magaña y col

resultados, 5.7% de incidencia'anual junto a una prevalencia
de la infección de 10.2%, se asemejan a los datos citados en

otros focos del Mediterráneo, indicándonos que nos encontramos

ante un foco realmente activo.

1988). Nuestros♦ >

IV.3.5. EVOLUCION CLINICO-SEROLOGICA

Para dilucidar el significado de las serologías halladas y

poder relacionarlas con la clínica, se han realizado estudios
de evolución con grupos de animales controlados durante

diferentes tiempos (IV.2.6 pag. tho) .• )

A) Evolución espontánea de los animales con serología elevada

en el período de un año (IV.2.6.1 pag. i^i)• t

Destaca el porcentaje importante de animales que han sido
exitus (35.3.%) y que en su mayoría poseían títulos elevados

Es de remarcar que el porcentaje

incrementa a un 65% al considerar el grupo de los animales

sintomáticos.

entre 1/1600 y 1/6400.

La tasa de anticuerpos se mantiene estable en la mayoría de
los casos. Tan solo el grupo de animales con serología 1/800

sufre evolución generalmente positiva, mientras que los
animales con títulos superiores mantienen sus valores estables

(Tabla 14, pag.m). Es de destacar que en el grupo de animales
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con serología 1/800 se observan evoluciones discordes con

tendencia negativa (5/34), aunque en 4 de ellos el descenso
no ha sido significativo (descenso de tan solo un título:

serología 1/400), pero que sin embargo es importante de
señalar al hallarnos rozando el umbral de positividad.

La clínica presentada por estos animales ha mostrado que

existe una evolución clara de la sintomatología (Tabla 15),

que puede ser más o menos prolongada, destacando dos
comportamientos:

1- Evolución clínica crónica, caracterizada por la
evolución lenta y progresiva de la sintomatología,
desde el estado asintomático hasta el estado

sintomático y la muerte posterior. Es un proceso que

puede durar varios años y afecta al 64.7% de los
animales.

2- Evolución clínica rápida o aguda, observada en los
animales asintomáticos que son exitus en menos de un

año. Afecta al 35.3% de los animales.

La regresión de la sintomatología, en el conjunto de animales

estudiados, es inapreciable en este período.

Al ampliar el estudio a un período de tiempo más largo, de

varios años, aparece un pequeño porcentaje de animales (15%)
que experimentan una regresión espontánea de la -enfermedad.

Las formas regresivas o de resolución espontánea se han

observado en 7 animales (15%) con serología previa positiva

(dos casos confirmados parasitológicamente) y clínica muy

poco manifiesta (asintomáticos u oligosintomáticos). Los

estudios serológicos posteriores han permitido observar una

disminución notable de la tasa de anticuerpos que, sin llegar
a negativizar, se situó por debajo del umbral de positividad.
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Población

^ ExitusSintomática

(Clínica)Población canina

Evolución\afecta

Formas patentesPoblación

85XAsintomática u

Oligosintomática

(Sub-clinica)

Formas regresivas

15X

Evolución clínica esqueaática de la población canina positiva (títulos de

anticuerpos — 1/800 y/o cultivo positivo), de acuerdo con los resultados

Fig. 17.

obtenidos.

E.C: Evolución crónica; E.A: Evolución aguda.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Lanotte

y col. (1979) al estudiar la evolución natural de la
leishmaniosis canina, quienes engloban los animales afectos
en dos grandes grupos según su sintomatología: las formas

patentes y las formas latentes que incluyen el estado pre-

patente. Así mismo describen la existencia,' largamente

sospechada, de leishmaniosis de resolución espontánea en

animales asintomáticos (10%).

Las formas regresivas también han sido observadas por otros

autores. Pozio y col. (1981a) citan porcentajes mucho mayores,

considerando que un 52% de los animales asintomáticos se

recuperan y tan solo el 48% restante evoluciona hacia el

estado patente y el exitus. Entre los animales sintomáticos
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detectan un 88% de muertes en el período de un año, porcentaje

superior al detectado en nuestro estudio para el mismo

período. Sánchez Botija en 1936 ya citaba la existencia de

animales en los que la enfermedad evolucionaba hacia la
curación. Dunan y col. (1989) advierten de la existencia de

animales con serologías significativas transitorias y

mencionan la posibilidad de que sean debidas a posibles
contaminaciones con el parásito que el perro es capaz de

superar con éxito.

B) Evolución espontánea de los animales con títulos bajos,

poco significativos, durante un período aproximado de 6

pag .to¿).meses (IV.2.6.2 • >

Aparecen dos comportamientos distintos (Tabla 16, pag.toé):

1. Los animales que sufren una elevación significativa de
su tasa de anticuerpos y que representa el grupo con

leishmaniosis incipiente detectada en fase inicial (10-

20%) .

El primer control se realizó coincidiendo con las

campañas oficiales de vacunación de la rabia., entre los
meses de mayo, junio y julio, y el segundo control en

el mes de septiembre, época que se considera de máximo

riesgo epidemiológico (Marrugat y col., 1991).
Conociendo que el período de incubación de la

enfermedad en la naturaleza es largo, entre 3-8 meses

o incluso más (Lanotte y col., 1979; Gradoni y col.,

1991),1988; Vidor y col

elevación del título ha

es de suponer que la

sido consecuencia de una

primoinfección presente ya en el primer control. No

sin embargo, descartarse la posibilidad de que

se hubieran producido nuevas inoculaciones durante el

período estival.

• J

debe I
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2. Los animales que mantienen sus títulos bajos, que

representan el 80-90% y cuyo significado es difícil de

interpretar. Estos títulos podrían ser consecuencia de:

hospedador-parásito

prosperado, ya sea porque el perro ha sido capaz

de responder con éxito frente al parásito, o bien

porque las cepas de Leishmania inoculadas han sido de

baja virulencia (Mauel y Behin, 1987), o porque el

inoculo inicial ha sido insuficiente (Mauel y Behin,

1987) .

han-contactos que no

-que el animal se encuentre en el período pre-

patente de la enfermedad, cuya duración real se

desconoce.

-leishmaniosis regresivas que hayan sido detectadas

en sus fases finales, cuando los animales ya han

sufrido un receso serológico importante e indicativo

de la mejora del individuo frente a la enfermedad.

-que las cepas inoculadas sean de baja antigenicidad

(Mauel y Behin, 1987), por lo que no activan de

forma eficiente la respuesta humoral.

-una baja respuesta humoral del hospedador frente
al agente causal, de modo que el perro no haya sido

capaz de desarrollar una respuesta humoral

importante, frente a una leishmaniosis realmente

instaurada, acompañada o no de clínica.

-reacciones no específicas, como citan diversos

autores. Dunan y Toga (1988) consideran que, en

perros, los títulos bajos de IFI (1/50) se deben

en un 50% a leishmaniosis incipientes precozmente

detectadas, y el 50% restante a reacciones
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inespecíficas, principalmente por citomegalovirus
e hipergammaglobulinemias. Lanotte (1975) halla, a

estos títulos, reacciones cruzadas con toxoplasmosis

y babesiosis también mediante la técnica de IFI.

Clínicamente (Tabla 18), durante el primer control, un elevado

porcentaje de los animales han sido considerados como

asintomáticos u oligosintomáticos (88%), lo que parece

concordar con las bajas serologías halladas. Destaca un grupo

de animales (12%) en los que se observa una disociación clara

entre serología y sintomatología, al presentar clínica

aparente con resultados serológicos poco significativos. Al
transcurrir el período de control (6 meses), un 17.3% de
animales han sido considerados sintomáticos, donde se incluyen

animales con una leishmaniosis evolutiva, con incrementos en

su serología, y animales con serologías permanentemente bajas.
Ello induce a pensar en la posibilidad de que existan animales

que no sean capaces de producir una respuesta humoral

importante, posibilidad apuntada ya por Dunan y col. (1989).
Se considera que la respuesta humoral puede jugar un cierto

papel en la patogénesis de la enfermedad y en la protección
contra la reinfección (Bourdeau, 1988), pero la resolución
de la enfermedad depende fundamentalmente de la respuesta

inmunitaria mediada por células (Evans y col

está deprimida durante la infección (Howard, 1985; Carvalho

1985; Brandonisio y col, 1989; Martínez Moreno y col

1990) , que• 9

y col

1991).

• 9 ♦ 9

IV.3.6.INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS PROPIAS DEL ANIMAL

Las características individuales de los animales,
la edad, el sexo, la longitud del pelo

como son

el peso y la

actividad, pueden influir en su predisposición a adquirir la
enfermedad (IV.2.7 pag.W).• 9
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Se ha observado una relación estadísticamente significativa

entre la edad y el padecimiento de la enfermedad (IV.2.7.1

pag.fSo), de modo que se detecta un aumento de la prevalecía
al aumentar la edad, a pesar de que la incidencia de la
enfermedad es semejante en los distintos grupos de edad, sean

jóvenes o adultos (IV.2.5., pag.t^o). Ello es lógico si se

considera que la leishmaniosis se mantiene durante años en un

mismo foco y que se comporta como una enfermedad crónica en

muchos de los animales. El grupo con 5-6 años ha sido el más
afectado (17.6%), produciéndose un descenso en el grupo de
animales viejos, >7 años. El porcentaje menor entre la

población anciana puede ser debido a un distinto

comportamiento frente a la parasitosis. Es posible que la
mortalidad sea superior en este grupo, lo que provoca un

descenso de la tasa de seroprevalencia, o que la población
anciana haya adquirido un estado de resistencia lo que

provocaría un descenso de la tasa de incidencia (Catarsini,

1981). Estos datos concuerdan con los presentados por Martínez

• »

Cruz (1989), Gómez Nieto y col. (1985) y Matas y Rovira

(1989), quienes observan una disminución importante de la

seroprevalencia entre la población anciana. Lanotte (1975)
detecta un aumento ininterrumpido con la edad del animal,
Pozio y col. (1981a) y Cañavate y col. (1990) hallan

porcentajes constantes al envejecer la población y Bettini y

col. (1985) encuentra la mayor prevalencia entre los animales

de 4-5 años. Diverge, en cambio, de los resultados expresados

por Marty y col. (1986, 1988b) quienes no observan diferencias

estadísticas según la edad del animal.

También el sexo (IV. 2.7.2., pag. /5l) parece jugar un papel

importante, ya que se ha detectado un mayor número de casos

entre los machos, coincidiendo con Lanotte (1975), Martínez
Cruz y col. (1990) y Bettini y col. (1985). En otras zonas,

Marty y col. (1988b), Pozio y col. (1981a), Cañavate y col.

(1990) no hallan diferencias estadísticas significativas. Sin

embargo, en el presente estudio, al considerar el sexo según
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los distintos grupos de edad, esta diferencia ha desaparecido
entre el grupo de animales jóvenes (1-4 años) y sólo ha sido

significativa entre los animales adultos (5-6 años), donde

pueden influir otros factores. La gestación puede ser un

factor importante, ya que puede agudizar la evolución de la

enfermedad, incrementando la mortalidad de este grupo de

población. Se ha observado que casi la mitad de las hembras

leishmaniósicas en estado de gestación han empeorado

rápidamente, siendo exitus durante el parto o en el postparto.

La longitud del pelo no parece influir (IV.2.7.3., pag.f?3).
No se han encontrado diferencias según el pelaje de los

animales, aunque otros autores encuentran resultados

distintos. Martínez Cruz (1989) halla el mayor porcentaje

entre los perros con pelo largo y Gómez Nieto y col. (1985)
entre los perros con pelo corto y medio.

El tamaño del animal tampoco parece influir (IV.2.7.4

pag.is-*). No se han observado diferencias estadísticas

significativas, aunque aumenta el porcentaje de positividad
al aumentar el tamaño del animal. Según Bray (1982) al
aumentar el tamaño aumenta el espacio o volumen atractivo del
animal frente al vector.

• 9

La actividad (IV.2.7.5., pag.155) que desarrolla el animal en

su hábitat ha sido citado como factor predisponente, sobre

todo entre los animales de caza (Rioux y col

1981; Bettini y col., 198ó; Castillo
Hernández y col., 1985). Sin embargo, no se han observado
diferencias entre la población estudiada por nosotros, donde

los animales poseen hábitos muy similares. Marty y col.

(1988b) encuentra estos mismos resultados en la zona de los

Alpes Marítimos.

1970; Lanotte,• 9

1975; Catarsini
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IV.3.7. DISTRIBUCION ESPACIAL DE LA LEISHMANIOSIS

Para conocer la distribución espacial de la leishmaniosis

canina en la comarca, que permita delimitar la extensión del

foco e identificar las zonas de máxima prevalencia, que pueden

representar "microfocos" (Abranches y col

col., 1986), se han realizado distintos éstudios por

localidades (IV.2.8.1

1983b; Marty y• I

pag. 156 ), por áreas delimitadas

pag.(6*/) y por altitudes

• >

previamente (lOx 10 Km) (IV.2.8.2
(IV.2.8.3

• J

pag.U&) .• >

Se ha estudiado la prevalencia de animales en los que la

serología ha superado el umbral de positividad y se ha

calculado la inversa de la media geométrica de sus títulos

(TGM), que es un índice que expresa el estado inmunológico

general de la población canina de la zona considerada y

permite comparar entre sí los resultados serológicos
obtenidos.

Según los resultados hallados (Figs. 22, 23, 24, pags. /6Í, U2,
/6T , respectivamente), y teniendo en cuenta la fisiografía

de la comarca (III.l

bloques,

Montsant:

pag.3?), se han considerado dos grandes

separados por la barrera natural de macizo del

• í

Zona de alta endemia, que comprendería el Priorat
histórico ampliado al denominado Priorat geológico y

el Bajo Priorat (Pm=11.9%, TGMm=20.0).

Zona de baja endemia constituida por el Alto Priorat ,

que comprendería la "Fossa de Cornudella-Ulldemolins"
al NE y parte de la "Baronía de Cabassers" al NO

(Pm=4.5%, TGMm=7.0).
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En la zona de alta endemia que engloba las áreas definidas
como C, D, E y F aparecen varias localidades donde la

prevalencia detectada es muy alta y su TGM elevada, que

podrían considerarse como microfocos dentro del conjunto.
Destacan las localidades de Torroja (Pm=22.1, TGMm=74.3,

Ia=13.4), La Venta del Pubill (Pm=28.9, TGMm=88.9) Poboleda

(Pm=18.6, TGMm=13.0, Ia=12.5), Vilella Baixa (Pm=16.7,
TGMm=85.8, Ia=9.3) y LLoá (Pm=26.7, TGMm=202.6), situadas en

la zona norte del Priorat Geológico (de suelos esquistosos).
En el Bajo Priorat destaca la población de Els Guiamets

(Pm=21.2, TGMm=40.6).

En la zona de baja endemia, que comprende las áreas descritas
como A y B, las prevalencias detectadas en la mayoría de las
localidades son nulas y las TGM bajas, que indican que existen
animales con títulos serológicos bajos y por tanto que existe
contacto parásito-reservorio. Destaca la población de
Cornudella Pm=7.7%, situada en los límites de los dos grandes

bloques definidos, y que podría ser un reflejo de la

dispersión que puede sufrir la leishmaniosis gracias a la
movilidad del reservorio, ya que el vector en este punto está

presente en densidades muy bajas.

No parece que la densidad de la población canina influya de

forma importante en la prevalencia de la leishmaniosis, al

menos en la zona de alta endemia del foco. Sin embargo, es

de remarcar la menor densidad canina global que se encuentra

en las zonas de baja endemicidad, que comprende'las áreas A

y B (Tabla 27, pag./6^ ), debido fundamentalmente al escaso

número de poblaciones existentes en esta zona, aunque las

densidades caninas puedan ser importantes. Se ha de tener en

cuenta que entre los dos grandes bloques existen además otros

factores diferenciadores que pueden influir profundamente,

como son la altitud, el clima y por tanto la vegetación. Rioux

y col. (1968b, 1970) no hallan relación entre las densidades

caninas y la aparición de la enfermedad en las Cevennes, por
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lo que consideran que el factor limitante no es el perro sino

el flebotomo vector. Pozio y col. (1981a) tampoco hallan

ninguna relación en Monte Argentario (Toscana), detectando las

mayores prevalencias donde la densidad canina es menor. Estos

datos difieren de los presentados por Marty y col. (1986) en

los Alpes Marítimos, donde observan una estrecha relación.

La altitud (Tabla 28, pag .166) ha aparecido como un factor

importante en la distribución de la leishmaniosis canina,
como citan ciertos autores (Rioux y col

col., 1988), observándose una correlación importante entre

la altura y la prevalencia, y entre la altura y la TGM. Los
dos grandes bloques descritos difieren también en sus

altitudes, situándose la zona considerada de alta endemia

entre los 200-500m. Ello coincide con las apreciaciones

realizadas por Rioux y col. (1970) en las Cevennes (Francia),

quienes definen la zona de alto riesgo entre estas altitudes.

La zona de baja endemia es en general una zona de altitudes

mayores (>500 m), destacando la zona del NO que, aunque

presenta altitudes entre 300-400m, que llegan hasta 800m, está

separada del resto por el macizo del Montsant y posee un

microclima especial con influencias climáticas continentales.

1970; Gradoni y• *

IV.3.8. IDENTIFICACION DEL PARASITO

La identificación de las cepas caninas aisladas (IV.2.9.) ha

permitido observar la existencia en condiciones simpátricas

y/o sintópicas de tres zimodemas próximos según sus perfiles

enzimáticos, MON-1 y MON-77, MON-105, que difieren tan solo
en el enzima G6PD.

El zimodema MON-1, habitualmente hallado en la región
mediterránea en las formas viscerales humanas y caninas, ha

sido aislado en 19 perros (20 cepas) por punción ganglionar,

y el zimodema MON-77 en 5 perros (7 cepas), tanto de punciones
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ganglionares como de lesiones cutáneas, lo que indica su

carácter dermo-viscerotropo en el perro. El zimodema MON-105

ha sido únicamente aislado en un perro del Priorato (animal
n°436) después de sucesivos controles (Rioux, J.A

pers.), y en un flebotomo alimentado sobre él (Moreno, 1989),
en estudios realizados sobre este animal en el Laboratoire

d’Ecologie Medicale de Montpellier. Este perro, del cual se

aisló en un principio los dos zimodemas circulantes en el foco
MON-1 y MON-77 en condiciones sintópicas (Tabla 30, pag./?o)
de ganglio y lesión cutánea respectivamente, presentó tras los
sucesivos controles los tres zimodemas, sin que se demostrase

un tropismo marcado para cada uno de ellos (Pratlong y col
com. pers.).

com.• 9

• 9

1989a; Rioux, J.A • 9

El enzima G6PD presenta, según su movilidad electroforética,
tres electromorfos G6PD100, G6PD102 y G6PD105. G6PD

representa el electromorfo compuesto que se expresa como una

banda espesa o gruesa situada entre dos bandas (allozimas),
una más lenta y otra más rápida. Según Moreno (Moreno, 1989)
MON-1 (G6PD100) y MON-105 (G6PD105) representarían los

homocigotos en el locus de la G6PD, y MON-77 (G6PD102)

llevaría el fenotipo heterocigoto en este locus.

102

La presencia de estos zimodemas próximos en condiciones

simpátricas y sintópicas evoca la posibilidad de que existan
ocasionalmente intercambios genéticos (Rioux y col., 1986a;

Esta posibilidad1989a).Moreno, 1989; Pratlong y col

aparece reforzada por distintos trabajos sobre isoenzimas

(Maazoun y col

trabajos sobre el ADNk (Evans y col

col., 1989), así como por el trabajo recientemente expuesto

por Lanotte y Rioux (1990), en el que demuestran la fusión de

promastigotes de L.infantum y de L.trópica en un individuo único,

en un proceso de citogamia.

• 9

1981b; Le Blanq y col. 1986a; Moreno, 1989),

1987b) y ADNg (Pages y

♦ 9

• 9
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Es de señalar que ninguna cepa identificada hasta el momento

en el perro ha pertenecido al zimodema MON-29, el cual se

1986a; Moreno,

1989), ya que ha sido aislado repetidas veces del vector,

tanto de P.perniciosus como de P.ariasi. En otros focos catalanes
ha sido identificado como agente causal de leishmaniosis

cutáneas humanas (Rioux y col
aislado en el vector (Rioux y col

resta por dilucidar.

conoce que circula en el foco (Rioux y col • *

1985; Portús y col., 1989) y

1986a), pero su reservorio

• I

• 1
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V. ESTUDIO DE LA

E N OTROSLEISHMANIOSIS

RESERVORIOS
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V. ESTUDIO DE LA LEISHMANIOSIS EN OTROS RESERVORIOS.

En la zona mediterránea, al lado del reservorio canino, otros

también, hallados infestados por Leishmania

en la naturaleza: Rattus rattus (Petrovic y col

1980; Benavides y col

col. , 1968a; Bettini y col., 1980; Marín Iniesta y col. , 1982;

Abranches y col., 1983a; Abranches y col

1990c).

animales han sido I

1975; Bettini

1985) y el zorro (Rioux y

• I

y col ♦ í• í

1984; Alvar y col.,• *

En el foco del Priorato, es posible que éstos u otros animales

posean un papel epidemiológico importante, ya que se trata de

un foco eminentemente rural, en el que se han aislado diversos
zimodemas circulantes (MON-1
ellos MON-29 de reservorio desconocido,

aislado repetidas veces del flebotomo vector (Rioux y col.,

1986a) en dos poblaciones muy cercanas (Torroja y Poboleda)

y, en cambio, no ha sido hallado en el reservorio canino.

MON-29, MON-77, MON-105), entre
MON-29

9

ha sido

Por ello, la búsqueda de otros posibles reservorios se ha

orientado en dos vertientes:

1-Hacia los micromamíferos, por su hábitat peridoméstico

próximo a las localidades donde ha sido aislado del vector

el zimodema circulante MON-29, de reservorio desconocido.
El estudio se ha ampliado con el análisis de otros animales

de la población: un rebaño de cabras y ovejas.

9

2. Hacia el zorro, ya que al ser el Priorato una zona

eminentemente rural, donde este animal se halla presente,
es posible que éste se comporte como un reservorio de

Leishmania, al igual que ocurre en otros focos del
Mediterráneo.
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MATERIAL Y METODOS
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V.l. MATERIAL Y METODOS.

V.l.l. MUESTREO.

V.l. 1.1. Población prospectada.

Se han estudiado 123 micromamíferos procedentes de 6 biotopos

cercanos a la población de Torroja, 68 cabras y 7 ovejas

procedentes de la granja "Can Pamies" de Torroja del Priorat,

y 16 zorros provenientes de distintos puntos del Bajo Priorat

y Priorat histórico.

Micromamíferos 17Rattus spp

Mus spretus

Mus musculus

Apodemus sylvaticus 28

69

9

Otros mamíferos Cabras 68

Ovejas

Zorros

7

16

Biotopos prospectados:

- Biotopo A: Enclave próximo al río Ciurana, al pie de muros

bajos de piedra, entre campos de avellanos y olivos.

Situado a lKm de Torroja, cerca del camino a Scala Dei.

- Biotopo B: Enclave situado en los bordes de un pequeño

torrente con cañas y rodeado de pinos. A unos 3Km de

Torroja, cerca del "Mas del Bruno", por el camino de

tierra a Scala Dei.

- Biotopo C: Enclave situado en la masía llamada "Mas del

Bruno", donde se ubica una granja de gallinas
3.5Km de Torroja por el camino de tierra a Scala Dei.

a unos
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- Biotopo D: Granja "Can Pamies" de cabras y ovejas, rodeada
de enseres viejos, situada a lOOm de la población de

Torroja.

- Biotopo E: Muros de piedra entre campos de avellanos a 3Km
de Falset, cerca de la carretera nacional N420.

- Biotopo F: Incluye diversos enclaves situados cerca de la

población de Torroja.

Los micromamíferos capturados, en los diversos biotopos

muestreados, se indican en la Tabla 31.

FA B C D E

0 0 15 2 0 0Rattus spp

59 0 72 0 1M.spretus

0M.musculus 0 0 9 0 0

A.sylvaticus 15 4 0 0 2 7

Tabla 31Micromamíferos capturados en los biotopos
prospectados.

V.l.1.2. Identificación del animal.

Los distintos micromamíferos se han identificado mediante una

ficha individual y numerada, donde constan sus principales
características: género y especie, sexo, peso y aspecto

externo. Además se ha anotado la fecha y el biotopo de

captura. Se indica también la metodología diagnóstica

utilizada y los resultados obtenidos.
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Hospedados N.°

Biotopo:
Facha:

Lugar.

Conj.:

Observaciones:
Sexo

CC

C

P

O

Peso

Actd.

LCB

LO

LM

Fig. 28.Ficha de identificación de los micromamíferos

capturados.

Los demás mamíferos domésticos, cabras y ovejas, se han
identificado por su número de placa, siguiendo la numeración

otorgada por el veterinario titular encargado de realizar los
diversos controles, y los zorros mediante un número otorgado
por el Laboratorio.
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V.l.1.3. Sistema de muestreo.

Para la captura de los micromamíferos se han colocado trampas

de vivo (Shermann) usando como cebo pan embebido en aceite o

copos de avena, y trampas de muerto con pan con aceite. Las

primeras se han utilizado, en los seis biotopos prospectados,

para la captura de micromamíferos salvajes y las segundas en

los biotopos C y D para capturar especímenes del género Rattus.

Las trampas se colocan al atardecer en los distintos puntos

y se revisan por la mañana temprano para recuperar los

animales capturados, que son llevados inmediatamente al

laboratorio.

El muestreo de cabras y ovejas de la población de Torroja,

se ha realizado coincidiendo con el control

veterinario de la brucelosis.

biotopo D

La captura de zorros ha sido realizada por diversos cazadores

de la población de Marqá, en distintos puntos del Priorato (1

ejemplar en Vilella Alta, 5 en Vilella Baixa, 2 en Bellmunt,
3 en LLoá, 1 en Gratallops, 3 en Marqá y el último de

localización incierta), los cuales nos han proporcionado las

muestras de sangre embebidas en papel de filtro.

V.1.2. DIAGNOSTICO.

V. 1.2.1. Diagnóstico etiológico.

Basado en el hallazgo del parásito ya sea por la visualización

directa de la forma amastigota en frotis de los diversos

órganos, hígado, bazo médula ósea o corazón, o bien por el

aislamiento de la forma promastigota después de cultivo en

medio NNN.
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La búsqueda de las formas parásitas se ha realizado en

aquellos animales que, después de un cribado serológico,

presentaban positividad a cualquiera de las diluciones

ensayadas.

El estudio se ha llevado a cabo sobre los micromamíferos

seropositivos, no siendo necesario en cabras y ovejas, ya que

todas ellas han dado resultado negativo, y siendo imposible
sobre los zorros, de los cuales tan solo se poseía muestras

de sangre.

A. Toma de muestra

Una vez sacrificado el animal se han tomado muestras de los

diversos órganos donde las leishmanias se encuentran con

mayor intensidad, bazo, hígado y médula ósea, así como de

riñón, corazón y sangre.

Técnica: Se trabaja con las mayores condiciones de

esterilidad posibles, al lado de un mechero, y utilizando

material estéril (pinzas, tijeras, placas de Petri, pipetas

Pasteur).

Después de sacrificar el animal mediante traumatismo

craneal, se inmoviliza en un soporte con las 4 patas bien
estiradas. Se limpia con alcohol de 70° su zona ventral,

segundosflameándose lograr
desinfección. Se abre el animal y, con ayuda de tijeras y

pinzas estériles, se toman pequeñas muestras de los diversos

órganos que se colocan en placas de Petri estériles, donde

unos para una mayor

previamente se han vertido varios mililitros de solución

salina estéril con penicilina (10.000 U.I./ml).
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Para observar la presencia de leishmanias u otras formas

parásitas en las diversas muestras obtenidas, se han

efectuado frotis directos sobre porta-objetos limpios y

desengrasados. Tras fijación del frotis con metanol (5 min. )
y secado, se ha procedido a la tinción con la técnica de

), y a la observación del frotisGiemsa (IV.1.2.2.B,
al microscopio a 400 y 1000 aumentos.

Pag.

C.Cultivo

De los animales seropositivos se ha realizado el cultivo,
en medio NNN, de los distintos órganos muestreados,

inoculando tres tubos de medio de cultivo para cada una de
las muestras.

Se toman pequeñas porciones de los órganos y se trituran,
en homogeneizadores estériles (Afora ref. V. 15445 N°10, y

ANORSA ref. X. 4245) con 2 mi de solución salina estéril y

penicilina (5.000 U.I. penicilina/ml) . Con una pipeta

Pasteur, se inocula tan solo unas gotas del material

homogeneizado en los distintos tubos de medio previamente

rotulados.

El medio se almacena en estufa a 27°C, revisándose a los 7
días para observar el crecimiento del protozoo en la fase

líquida. Si es negativo, se resiembra como mínimo 4 veces

antes de considerar el cultivo como negativo.D.Inoculación al hámster dorado

El método de crecimiento in vivo ha sido recomendado por

varios autores (Hoogstraal, 1963; Bettini y col. 1980) para
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el aislamiento de cepas de Leishmania en mamíferos con bajas

tasas de parasitación o difíciles de cultivar. Se ha

practicado la inoculación al hámster dorado o hámster sirio,

Mesocricetus auratus, una de las especies más utilizadas en los
estudios de leishmaniosis (Pratlong, 1985; Martín Luengo y

col., 1983) .

La inoculación al hámster se ha realizado en 7 casos,

inoculando los diferentes órganos sospechosos de presentar

Leishmania.

inocula intraperitonealmente lml de

homogeneizado de la muestra (V.1.2.1.C.), con ayuda de una

jeringa ICO de 2 mi estéril con aguja 0.9x25, y se aísla el

hámster para proceder a su seguimiento. A los dos meses,

aproximadamente, es examinado minuciosamente para observar
la aparición de lesiones en la piel u otras manifestaciones

externas, como la onicogriposis (Pratlong, 1985). Después el

animal es sacrificado y se toman pequeñas muestras de sus

órganos para realizar frotis, cultivos o sub-inoculaciones
a otro animal.

Técnica: se

V.l.2.2. Diagnóstico inmunológico.

El diagnóstico inmunológico se ha practicado sobre 123

mi.cromamíferos y 91 mamíferos (cabras, ovejas y zorros), como

técnica de cribado para localizar los animales sospechosos de

sufrir la infección.

A. Toma de muestra

Para el análisis serológico se han utilizado muestras de

sangre completa recogidas sobre papel de filtro (Whatman
n° 3) .
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A. 1. Micromamíferos

En los animales capturados con trampas de vivo, la
extracción de sangre se ha realizado directamente del

corazón con jeringa de 2 mi (ICO estéril), inmediatamente

después de sacrificar el animal. La sangre extraída,

aproximadamente lml, se impregna en el papel de filtro,

previamente numerado.

En los animales capturados con trampa de muerte, la

totalidad de los Rattus, y en los que por diversas razones

se ha procedido a su

í

llegan muertos al laboratorio

apertura por la zona del tórax, para localizar el corazón

y sus zonas próximas. Se ha recogido la sangre, con ayuda
de una pipeta Pasteur, y se ha embebido en el papel de

filtro correspondiente. Es, por lo tanto, muy importante
realizar la recogida de los animales y la extracción de

sangre lo más rápidamente posible después de su muerte,

para asegurar la presencia de sangre sin coagular.

í

A.2. Otros mamíferos

En los animales domésticos: la sangre se ha extraído de la
vena yugular, mediante agujas 1.1x40 mm y tubos
"vacutainer". Después, se ha embebido y dejado secar

completamente, en los papeles de filtro previamente

identificados.

En los zorros: las muestras de sangre han sido tomadas por

los mismos cazadores sobre papeles de filtro, sobre los que

se hacían constar sus reseñas.

B. Conservación de la muestra

Las muestras se han conservado en nevera a 4'C hasta el

momento de su análisis, que ha sido generalmente inmediato
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a la extracción. Posteriormente se han almacenado en

congelador a -30'C.

C. Preparación de la muestra

Las muestras se han eluído en el tampón de trabajo, TST-

leche 1%, a la dilución mínima a ensayar, 1/50, en todos

los casos.

La elución se realiza en agitación constante durante una

hora, calculando la dilución 1/50 como la correspondiente

a un disco de 6 mm de diámetro de papel eluído en 125 pl
de tampón.

D. Técnica serológica utilizada: "Dot-ELISA"

Para el análisis de los micromamíferos se ha empleado la

técnica "Dot-ELISA"-Proteína A-PO, utilizada para el

diagnóstico serológico de la leishmaniosis canina descrita

en el apartado IV.1.2.3.2.A.2., pag.72.

La utilización de la Proteína A -Peroxidasa permite

trabajar con un mismo conjugado para distintas especies

animales (Tabla 6, pag . f5") :

- en la rata, reacciona intensamente con la IgGl e IgG2c,
en menor intensidad con la IgG2b y no reacciona con la

IgG2a. Con otras clases de inmunoglobulinas no se

conoce exactamente su reactividad.

- en el ratón, reacciona intensamente con la IgG2a e

IgG2b y en menor medida con la IgGl. Tampoco es

conocida la reactividad con otras clases de

inmunoglobulinas.
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- en las cabras, reacciona intensamente con la IgG2 y con

menor intensidad con la IgGl.

- en las ovejas, reacciona fuertemente con la IgG2 y es

incapaz de unirse a la IgGl.

-Ensayo de la reactividad de la proteína A frente a sangre

de diversos mamíferos.

Se ha comprobado la reactividad de la Proteína A frente a

las distintas especies de micromamíferos capturados,
roedores (Rattus, Mus, Apodemus) y un insectívoro (Crocidura) ,

y frente a las ovejas, las cabras y los zorros.

Técnica: se fija en una membrana de nitrocelulosa

totalmente seca, que ha sido previamente humedecida en el

tampón de trabajo TS, pequeñas gotas de sangre de los

distintos animales a ensayar. Después de una hora en estufa
a 37°C, para favorecer la fijación, se procede al bloqueo
de la placa con TS-leche 5%. Se incuba la Proteína A-PO a

diversas diluciones y se procede al revelado con el

substrato cromogénico.

Se ha observado la aparición de color, que se interpreta
como la capacidad de la Proteína A de reaccionar con las

Ig, en las tres especies de roedores y en los demás
mamíferos ensayados. La reactividad es nula frente al

insectívoro Crocidura russula.

La dilución 1/2000 se ha considerado como la dilución de

Proteína A óptima a utilizar para el análisis de estos

animales.



-204-

RESULTADOS



-205-

V. 2. RESULTADOS

V.2.1. MICROMAMIFEROS

Los resultados de los 123 micromamíferos estudiados mediante

la técnica serológica "Dot-ELISA"-Proteína A-PO, utilizada

pag.¿o¿), de los cultivos

realizados de los diversos órganos (médula ósea, hígado y

bazo) y de la observación de sus frotis, se muestran en la
Tabla 32.

como técnica de cribado (V.1.2.2.D • >

ESPECIES Dot-ELISA FROTISCULTIVO

Pos./Total Pos./Total Pos./Total

0/15 0/10 0/11Rattus spp

7/69 0/11 0/11Mus spretus

0/9 0/9Mus musculus 0/9

1/28 0/8 0/8Apodemus sylvaticus

8/121 0/38TOTALES 0/39

Tabla 32. Estudios realizados sobre los micromamíferos
Pos./Total: n° positivos en relación al n° total estudiado

Un total de 8 animales (7 Mus spretus y 1 Apodemus sylvaticus)
han dado reacción serológica positiva a títulos bajos, entre

1/50 y 1/400. De estos animales se han realizado cultivos de

sus órganos en medio NNN y examen directo de sus improntas,

previa tinción con el colorante de Giemsa, con el fin de

detectar la presencia de Leishmania u otros tripanosomátidos

que justificaran la positividad serológica observada,
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obteniendo en todos los estudios resultados negativos. En tres

Mus spretus se procedió a la inoculación intraperitoneal al

hámster dorado sin ningún éxito.

V.2.2. OTROS MAMIFEROS

El análisis serológico de cribado realizado sobre las ovejas

y cabras de la granja "Can Pamies", situada en la población
de Torroja (Biotopo D), ha dado resultado negativo, por lo que

no han sido realizados estudios posteriores.

El estudio serológico de los zorros ha puesto de manifiesto

la existencia de animales con títulos de anticuerpos anti-
Leishmania bajos, entre 1/200 y 1/400 (Tabla 33). Sin embargo,

la falta del material biológico ha imposibilitado su estudio

posterior mediante examen directo y cultivo.

Título "Dot-ELISA" N° zorros

negativo 9

1/200 5

1/400 2

Tabla 33 Títulos "Dot-ELISA" hallados en los zorros

analizados.
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V.3. DISCUSION

V.3.1. ORIENTACION DE LA BUSQUEDA

La búsqueda de otros posibles reservorios ha sido estimulada

por el hallazgo de animales parasitados por Leishmania infantum,
como ratas y zorros, en diversos focos del Mediterráneo, que

abren un interrogante acerca de su verdadero papel en la
cadena epidemiológica.

En nuestro foco, trabajos previos (Rioux y col

Moreno, 1989) habían demostrado la presencia, en dos

poblaciones muy cercanas del Priorato (Poboleda N°18 y Torroja

N'22), de un zimodema circulante, MON-29, aislado repetidas

veces en flebótomos, P.perniciosus y P.ariasi, y no aislado en el

reservorio canino. Los posteriores aislamientos del parásito
en perros de estas poblaciones no han resuelto el problema

(Tabla 30, pag. ), ya que las 19 cepas aisladas y tipificadas

enzimaticamente han pertenecido a los dos zimodemas

circulantes en el perro, el zimodema MON-1 (13 cepas aisladas
en ganglio poplíteo) y el zimodema MON-77 (6 cepas: 4 aisladas
en ganglio y 2 en lesiones cutáneas). Ello ha promovido la

búsqueda de otros reservorios, orientada fundamentalmente

sobre los roedores, que aparecen como máximos sospechosos por

su hábitat peridoméstico o silvestre, pero en definitiva

próximo a las localidades en estudio.

1986a;• *

Se han analizado, además, otros animales de la población de

Torroja: un rebaño de cabras y ovejas. Los gatos no han podido

ser estudiados por la dificultad que comporta la toma de

muestra, pero futuros esfuerzos se harán en este sentido. Son

escasos los casos citados en la literatura si bien se dan

casos aislados: en Suiza, un gato que había visitado España

(Molyneux y Ashford, 1983), en Brasil (Grimaldi y col

y en Texas (Craig y col

1989)• *

1986; Grimaldi y col., 1989).• >
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Así mismo, el estudio se ha ampliado con el análisis de un

pequeño número de zorros capturados en la comarca, ya que el

zorro, varias veces hallado parasitado en focos del
Mediterráneo (Rioux y col., 1968a; Bettini y col., 1980; Marín
Iniesta y col., 1982; Abranches y col., 1983a; Abranches y

col., 1984; Alvar y col., 1990c), podría ser en esta zona un

posible reservorio, aunque no parece que pueda explicar la

presencia importante del zimodema MON-29 en la localidad de

Torroja, por su hábitat salvaje y lejano. Su estudio no ha

podido ser realizado en profundidad por la dificultad que

comporta obtener los animales. Sin embargo nuevos trabajos se

orientan en esa dirección para discernir su posible papel en

la dinámica del foco.

V.3.2. ESTUDIO SOBRE LOS MICROMAMIFEROS Y MAMIFEROS DE LA

COMARCA.

El estudio se ha llevado a cabo sobre 123 micromamíferos, 68

cabras y 7 ovejas de las cercanías de la población de Torroja,

y 16 zorros del Bajo Priorat y del Priorat histórico (zona
de alta endemia).

La técnica "Dot-ELISA", utilizada para el estudio de la
leishmaniosis canina, ha sido aplicada al estudio de estos

animales, como técnica de cribado, después de comprobar la

capacidad de la Proteína A de unirse a sus inmunoglobulinas.
La técnica "Dot-ELISA" ha sido también utilizada para el
estudio de roedores (Giannini, 1985), concretamente sobre

Rattus norvegicus experimentalmente infestados. Otros autores

han utilizado también técnicas serológicas para detectar

anticuerpos anti-Leishmania en diversos animales: IFI en ratas

y zorros (Gradoni y col

fijación de complemento en zorros (Rioux y col., 1968a), etc.

1984),1983; Abranches y col• I • >
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V.3.2.1. Micromamíferos

Los resultados (Tabla 32, pag.£0O han mostrado la presencia
de anticuerpos en 8 animales (7 Mus spretus y 1 Apodemus

sylvaticus) a títulos bajos, entre 1/50 y 1/400, frente al

antígeno Leishmania, cuyo significado no se ha logrado
esclarecer. Ninguno de los diversos métodos utilizados para

el hallazgo de las formas parásitas (cultivo, observación de
los frotis previa tinción e inoculación al hámster dorado),
ha permitido observar Leishmania u otros tripanosomátidos que

pudiesen explicar los títulos serológicos hallados. En la
literatura se han citado casos de parasitismos por

tripanosomas en Rattus rattus por Trypanosoma lewisi (Rioux y col

1968a), en Mus por Trypanosoma musculi (Molineux y Ashford,

1983), en Apodemus por Trypanosoma grosi (Molineux y Ashford,

1983) y en Crocidura russula por Trypanosoma crocidurae (Santos
Gomes y col., 1990).

♦ *

El papel de los micromamíferos ha sido estudiado en otros

focos del Mediterráneo (Rioux y col

1975; Ranque y col

1968a; Petrovic y col• 9 • 9

1980; Benavides y

col., 1985), pero tan solo la rata ha sido hallada parasitada

por Leishmania en la naturaleza, aunque de forma esporádica.

Destaca el hallazgo en Toscana, Italia, de 4 ratas parasitadas

1981b), de las que han

sido aisladas 4 cepas e identificadas como pertenecientes al

zimodema MON-1 (Gramicia y col

responsable de la leishmaniosis visceral y canina en el

Mediterráneo. Sin embargo, autores como Bray (1982) cuestionan
su papel epidemiológico, ya que indican que la rata presenta

una notable resistencia frente a Leishmania. Otros autores

1983) abogan por su probable papel como

reservorio, ya que consideran que en una población salvaje
la heterogeneidad genética es amplia, de modo que existen

animales que presentan distinto grado de susceptibilidad
frente a la infección. En estudios realizados sobre ratas

1977; Bettini y col• ) • í

(Bettini y col 1980; Pozio y col • 9• 9

1982b), principal agente* 9

(Gradoni y col • 9
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infestadas experimentalmente, un 5% representaría la población
susceptible, que sufre una infección masiva visceral, junto

con una población que presenta una infección sub-patente, con

bajos índices de parasitación que llegan a desaparecer en el

tiempo, pero que pueden dar lugar a la instauración de la
enfermedad y a la capacidad de infestar ál flebotomo vector,

cuando se produce una depresión de la respuesta inmune por

problemas fisiológicos, como son la malnutrición, el estrés,
las enfermedades, la vejez, etc.

Al lado de nuestros resultados, resalta el hecho de que ni

Mus ni Apodemus hayan sido hallados parasitados por Leishmania
en los estudios realizados en otros focos leishmaniósicos

(Rioux y col 1980) .1968a; Bettini y col• í • J

V. 3.2.2.Zorros

Se ha detectado anticuerpos ant i-Leishmania (Tabla 33, pag .2o6)
en 7 de los 16 zorros estudiados, a títulos bajos, entre

1/200-1/400. No ha sido posible realizar estudios posteriores,

pero la presencia de un porcentaje (43.8%) tan elevado de
animales con título serológico, aunque sea bajo, hace suponer

su posible implicación en el ciclo epidemiológico del parásito
en este foco. Es de destacar que en estudios serológicos
realizados en nuestro Laboratorio, utilizando la misma técnica

"Dot-ELISA", sobre zorros provenientes de zona no endémica,
no se han detectado estos títulos.

Los zorros analizados provenían de la zona del Priorato de

alta endemia canina (Area C: Vilella Alta, Vilella Baixa,
LLoá y Gratallops; Area E: Bellmunt; Area F: Marga) (Fig. 24,

pag./éy), donde el porcentaje de perros con títulos bajos entre

1/100 y 1/400 es elevado (alrededor 40%), y que coincide
además con la zona donde las especies consideradas vectoras

se hallan en elevadas densidades (Tabla 39, pag.¿38). Estos
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datos se indican en la Tabla 34, donde no se ha incluido el

análisis de un zorro de localización incierta, aunque

capturado en la zona de alta endemia canina, y cuyo resultado

serológico ha sido negativo.

TITULO 1/200-1/400AREA DENSIDAD VECTORES

P.perniciosus P.ariasiZorro Perro

(n/N) (%)

5/10 42.3 27.9 4.1C

2/2 45.4 33.9 7.8E

0/3 41.8 28.8 4.5F

Análisis, por áreas
zorros junto a los resultados indicativos de la endemia canina
y de la presencia de las especies vectoras.

de los resultados serológicos de losTabla 34. >

n: número de zorros con título serológico 1/200-1/400
N: número de zorros analizados

Ello induce a pensar que el zorro responde inmunologicamente

(respuesta humoral) de modo parecido al perro (en conjunto en

el foco se ha hallado un 40% de perros con títulos bajos

indicativos de un posible contacto hospedador-parásito) . El

bajo número de animales analizados puede ser la causa de que

no se haya detectado ningún animal con título serológico

elevado, aunque debe indicarse que son necesarios futuros

trabajos para conocer el verdadero significado de estos

títulos y cuál debe considerarse el título diagnóstico. El

hallazgo de zorros parasitados en otros focos del

Mediterráneo, cuyas cepas se han identificado como

correspondientes al zimodema MON-1 (Abranches y col., 1984)
y al MON-82 (Moreno, 1989) refuerzan esta idea.
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Otros carnívoros salvajes han sido también estudiados en la

zona mediterránea sin que hayan podido detectarse

infestaciones naturales (Rioux y col., 1968a; Ranque y col

1977; Bettini y col., 1980), que permitan incriminarlos en el

ciclo epidemiológico de Leishmania. En cambio, es conocido el

papel de los chacales (Canis aureus) en focos soviéticos

(Lysenko y Beliaev, 1977) de Leishmania infantum y de zorros

(Cerdocyon thous y Lycalopex vetulus) en focos brasileños

(Grimaldi y col., 1989) de Leishmania chagasi.

• í

V.3.2.3. Cabras y ovejas

Referente a los animales domésticos, en todos los casos el

resultado serológico hallado ha sido negativo. Ello concuerda

con la literatura revisada, ya que no han sido citados casos

que indiquen que puedan poseer un papel importante en la

epidemiología de la leishmaniosis. Estudios serológicos

realizados en Italia (Mansueto y col

bovino, ovino y equino señalan importantes porcentajes de

seropositividad (10-26%). No obstante, ante la ausencia de

manifestaciones clínicas y los bajos niveles de anticuerpos

detectados, estos resultados son difíciles de valorar. Pocos

y de significado incierto son los casos clínicos descritos,
citándose casos en équidos en Venezuela, norte de Argentina,
Colombia y Brasil por L.brasiliensis (Bonfante Garrido y col

1989). Sin embargo, ha sido citado el

hallazgo de otros tripanosomátidos en ovejas Trypanosoma

melophagium y en cabras Trypanosoma theodori (Molyneux y Ashford,

1983). Por otro lado los estudios sobre las preferencias
tróficas del vector han mostrado que los flebótomos son

capaces de alimentarse sobre estos animales: estudios con cebo

vivo con trampas mosquiteras (Rioux y col., 1970; Killick-

1977) y estudios de identificación de la

sangre ingerida en flebótomos capturados después de haber

realizado la ingesta de sangre en condiciones naturales (Fraga

1985) sobre ganado• I

• >

1981; Grimaldi y col • >

Kendrick y col • 9
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de Acevedo, 1948; Zivkovic y col

1984; Seguí, 1991; Botet, 1991a). Ello

1971; Zivkovic y Miscevic,• >

1973; Guy y col

parece indicar que estos animales no se comportan como

reservorios adecuados de Leishmania, por lo que los posibles

contactos hospedador-parásito, gracias a la capacidad de las

especies vectoras de alimentarse sobre estos animales y por

tanto de inocular Leishmania, se expresan con una respuesta

humoral baja o nula.

• *

Todo ello suscita la hipótesis de que en el foco en estudio,

al lado del perro como reservorio habitual, puedan existir

otros animales que también actúen como reservorios, en

especial el zorro, cuyo papel debe estudiarse en profundidad.

También, entre los roedores, el reiterado hallazgo de Mus

spretus con títulos serológicos incita a pensar en esta

posibilidad. De todos modos el hallazgo ocasional de animales

parasitados por Leishmania no es suficiente para incriminar a

un animal como verdadero reservorio (Garnham, 1987). En

resultados,

posibilidades, no permiten llegar a resolver el problema

suscitado por la presencia del zimodema MON-29 circulante en

nuestro foco, cuyo reservorio resta por dilucidar.

conjunto, abrennuestros aunque nuevas
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VI. ESTUDIO DEL VECTOR: LOS FLEBOTOMOS

VI.1. MATERIAL Y METODOS

VI. 1.1. MUESTREO

VI.1.1.1. Elección de las zonas de muestreo.

Para conocer las especies de flebotominos presentes y su

distribución en la comarca del Priorato, se

muestreo durante el mes de julio de 1988, en diversos enclaves

representativos de la geografía de la comarca.

realizó un

Las estaciones se situaron tanto en los municipios donde se

estudiaba simultáneamente la prevalencia de la leishmaniosis

canina, como en otros enclaves rurales fuera de los núcleos

urbanos, siguiendo las carreteras y caminos de la zona.

Los puntos muestreados fueron agujeros y fisuras en paredes
de piedra y de cemento de casas, puentes, muros de contención

de carreteras, así como cuevas y otros enclaves sospechosos

de ser el lugar de reposo de los ejemplares adultos.

VI.1.1.2. Descripción de las zonas prospectadas

Se estudiaron 56 estaciones, distribuidas por toda la comarca

(Fig. 29), anotando cuidadosamente su localización, tipo de
enclave (muros, cuevas, etc.), altura y orientación:

Carretera La Serra d’Almos-Els Guiamets. Altitud: 177
m. Orientación: S-E. Paredes de una casa aislada y
deshabitada, rodeada de pinos y avellanos.

E-8
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Carretera La Serrá d’Almos-Els Guiamets. Altitud: 170
m. Orientación: N-E. Estación de ferrocarril abandonada
y aislada, rodeada de pinos y zarzales. Muro de
contención (mechinales).

E-9

Carretera Els Guiamets-Capganes. Altitud: 215 m.
Orientación: S-O. Paredes de una masía abandonada y
aislada.

E-10

Marga, municipio, en un extremo del pueblo.
305 m.

rodeado de olivos y almendros.

Altitud:
Orientación: E. Muro de piedra (mechinales),

E-ll

Carretera Marga-Torre de Fontaubella. Altitud: 270 m.
Orientación: S. Pared al borde de la carretera, entre
campos de avellanos.

E-12

Carretera Marga-Torre de Fontaubella. Altitud: 264 m.
Orientación: S-O. Cuevas y agujeros en la roca, rodeado
de pinos.

E-13

Carretera Marga-Torre de Fontaubella. Altitud: 351 m.
Orientación: S-E. Casa abandonada y aislada, rodeada
de olivos, algarrobos e higueras.

E-14

E-l 5 Torre de Fontaubella, municipio. Altitud: 351 m.
Orientación: E. Paredes en el interior de la localidad.

Carretera Torre de Fontaubella-Pradell de la Teixeta.
Altitud: 394 m. Orientación: E. Interior de los

quemadores de residuos en una granja de pollos.

E-16

Teixeta, entrada a la población,
m. Orientación: S. Muro (mechinales) al

Pradell de la
Altitud:450
lado de la carretera, rodeado de avellanos.

E-l 7

Carretera N-420, de Falset a Reus, en la bifurcación
hacia Porrera, Coll De la Teixeta. Altitud: 536 m.
Orientación: S. Casa abandonada y aislada.

E-18

Carretera Coll de la Teixeta-Porrera. Altitud: 476 m.

Orientación: S-E. Pared de cemento (mechinales), cerca
de una fuente y rodeada de avellanos.

E-19

E-20 Porrera, municipio.
Paredes en el
alrededores.

Altitud: 308 m.

interior de la localidad y en

Orientación: O.
los

Falset, municipio. Altitud: 350 m. Orientación:
Diversa. Paredes de la localidad y del castillo en
ruinas.

E-21

El Masroig, municipio. Altitud:
Paredes de la localidad.

E-22 183 m. Orientación: N.
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Carretera El Masroig-El Molar. Altitud: 101 m.
Orientación: E/O. Puente de la carretera, rodeado de
pinos.

E-23

El Molar, municipio. Altitud: 230 m. Orientación: E/O.
Paredes de la localidad.

E-24

Camino de tierra El Molar-Bellmunt del Priorato.
Altitud: 222 m. Orientación: S. Casa abandonada y
aislada, rodeada de pinos.

E-25

E-26 Camino de tierra El Molar-Bellmunt. Altitud: 128 m.

Orientación: S. Casa vieja aislada, rodeada de pinos.

E-27 Camino de tierra El Molar-Bellmunt. Altitud: 172 m.

Orientación: S. Cuevas al lado del camino.

E-28 Camino de tierra El Molar-Bellmunt. Altitud: 189 m.

Orientación: S-E. Muro de contención (mechinales).

m. Orientación:E-30 LLoá, municipio.Altitud,
Paredes de la localidad.

216 N-E.

Carretera LLoá-El Molar. Altitud: 231 m. Orientación:
S. Casa aislada rodeada de olivos y avellanos.

E-31

E-32 Carretera El Molar-La Figuera. Altitud: 352 m.
Orientación: N-O. Puente de la carretera.

E-33 La Figuera, municipio. Altitud: 570 m. Orientación: N-
E. Paredes de la localidad.

E-34 Carretera La Figuera-Cabassers, después de la
bifurcación de la Bisbal de Falset. Altitud: 390 m.

Orientación: S. Muro de contención al borde de la
carretera.

Cabassers, salida del municipio. Altitud: 325 m.
Orientación: N-E. Puente de la carretera, rodeado de
olivos y avellanos.

E-35

E-36 Gratallops, municipio, salida de la localidad. Altitud:
315 m. Orientación: N-E. Muro (mechinales) al lado de
la carretera.

E-37 Vilella Baixa, municipio. Altitud: 210 m. Orientación:
S-O/N-O. Paredes de las casas y muro (mechinales) al
lado del río.

Vilella Alta,
Altitud:
y muros.

E-38 municipio, salida de la localidad.
330 m. Orientación: N-O. Paredes de las casas
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Carretera Vilella Baixa-Scala Dei. Altitud: 452 m.

Orientación: N-E. Muros de contención (mechinales).
E-39

Scala Dei, localidad. Altitud: 460 m. Orientación: E.
Paredes de casas y muro cerca de un riachuelo.

E-40

E-41 Camino de tierra Scala Dei-Torroja. Altitud: 367 m.
Orientación: diversa. Masía "Mas del Bruno".Paredes y
muros de la masía y granja de pollos anexa.

E-42 Carretera La Figuera-La Bisbal de Falset. Altitud: 313
m. Orientación: S-E. Cuevas al lado de la carretera y
pequeña casa rodeada de olivos.

E-43 Margalef, municipio, entrada a la localidad. Altitud:
370 m. Orientación: S-E. Cueva grande al lado de la
carretera y granja de animales.

E-44 Carretera Margalef-Ulldemolins. Altitud: 470 m.
Orientación: O. Muro del jardín (mechinales) de una
casa aislada, rodeada de pinos.

E-45 Carretera Margalef-Ulldemolins.
Orientación: S. Cuevas en la roca

Altitud: 680
rodeadas de pinos.

m.

9

E-46 Carretera Margalef-Ulldemolins. Altitud: 780 m.
Orientación: E. Casa aislada en ruinas, rodeada de
pinos y almendros.

E-47 Margalef-Ulldemolins.
O. Paredes de una

Altitud: 586

granja de pollos,
Carretera
Orientación:
rodeada de árboles frutales.

m.

E-48 Ulldemolins, municipio. Altitud: 650 m. Orientación:
E. Paredes de la localidad.

E-49 Albarca, localidad. Altitud: 809 m. Orientación: N-O.
Paredes y muros.

E-50 Cornudella, municipio. Altitud: 550 m. Orientación: N.
Muro (mechinales) y paredes de la localidad.

É-51 La Morera, municipio. Altitud: 745 m. Orientación: S.
Muro (mechinales) y paredes de las casas.

E-52 Carretera La Morera-Cornudella. Altitud: 644 m.

Orientación: S. Muro de contención de cemento

(mechinales), rodeado de pinos y cultivos de secano.

E-53 Camino de tierra Scala Dei-Torroja. Altitud: 345 m.
Orientación: S-E. Barraca de piedra, rodeada de
avellanos.
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E-54 Carretera Scala Dei-Poboleda. Altitud: 422
Orientación: S-E. Puente de la carretera.

m.

Carretera Scala Dei-Poboleda, entrada al pueblo de
Poboleda. Altitud: 360 m. Orientación: S. Muro de
contención de la carretera (mechinales).

E-55

E-56 Carretera Poboleda-La Venta del Pubill.
m. Orientación: S.

(mechinales).

Altitud: 410
Muro de contención de ladrillo

E-57 Carretera La Venta del Pubill-Cornudella. Altitud: 456
m. Orientación: S-E. Pequeña casa aislada.

del Pubill-Coll de l’Alforja.
620 m. Orientación: E. Pequeña casa en ruinas,

E-58 Carretera La Venta
Altitud:
rodeada de pinos.

Carretera Coll de 1 *Alforja-Arbolí. Altitud: 765 m.
Orientación: S-E. Casa en ruinas aislada.

E-59

Arbolí, municipio. Altitud: 720 m. Orientación: N-E.
Paredes de las casas.

E-60

Poboleda, municipio. Altitud: 350 m. Orientación: N-E.
Paredes de las casas.

E-61

Torroja, municipio. Altitud: 340 m. Orientación: E.
Muros de piedra (mechinales).

E-62

Bellmunt del Priorat
277 m. Orientación: N. Muro de contención (mechinales).

salida del municipio. Altitud:E-63 9

E-64 Carretera Bellmunt-Falset. Altitud: 333 m. Orientación:
N. Muro de contención (mechinales).

VI. 1.2. METODOLOGIA

La metodología utilizada para la captura, recolección,

fijación y montaje, a lo largo del presente trabajo, ha sido
la que de forma rutinaria se aplica en nuestro Laboratorio y

descrita con detalle en Botet (1991a). En breve ha consistido

en:
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Fig.29. Estaciones prospectadas en la comarca del Priorato.
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A. Sistema de captura.

Los sistemas de captura descritos son muy variables y se

aplican con fines diversos y precisos: trampas adhesivas,

trampas adhesivas luminosas, trampas de C02, capturadores

manuales, trampas Disney, trampas New Jersey o trampas

mosquiteras con cebo vivo, etc (Croset y col., 1977; Rioux

y col. , 1968b).

Las trampas adhesivas son utilizadas y recomendadas por

muchos autores (Rioux y col 1969; Morillas Márquez,

1982; Martínez Ortega, 1985a; Lucientes Curdi, 1986) para

• I

realizar estudios de distribución geográfica y densidad

poblacional, ya que permiten prospectar numerosas

estaciones al mismo tiempo y son además de fácil

aplicación. Sin embargo, manifiestan una cierta

selectividad, tanto sobre el sexo (Rioux y col., 1968b)
como sobre las especies capturadas (Botet, 1991a).

En nuestro estudio se utilizaron trampas adhesivas de

papel blanco y de 20 cm de lado, embebidas en aceite de
ricino purificado hasta adquirir una apariencia

traslúcida. Este aceite posee propiedades especiales que

lo convierten en un medio ideal: excelente viscosidad que

favorece la adhesión del flebotomo, buena conservación y

gran solubilidad en alcohol de 96°, lo que permite

recuperar fácilmente los especímenes para

identificación posterior.

su

Los papeles se colocaron en lugares oscuros y protegidos

del viento, considerados sitios de reposo de los

flebótomos: en agujeros de muros y paredes de las casas,

en cuevas, en muros de contención de carreteras, etc,

manteniéndose extendidos, siempre que fue posible, con

ayuda de soportes, para conseguir una mayor superficie de
contacto. El número de papeles colocados fue variable,
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según las características del enclave muestreado.

Las trampas fueron recogidas dos semanas después, aunque

se calcula que dejaron de ser efectivas con anterioridad,

debido a las condiciones de aridez presentes durante la

época estival en la zona.

B. Recolección, fijación y montaje

La recolección de las trampas se realizó al cabo de dos

semanas, agrupando los papeles de cada estación en

paquetes de papel sulfurado, que aseguró su conservación

para ser transportados al laboratorio. Los paquetes se

identificaron por el número de estación, anotando la fecha
de recolección, y se guardaron en nevera o en congelador

cuando no fue posible realizar la recolección inmediata de

los flebótomos, para evitar su deterioro.

Los flebótomos se recuperaron con ayuda de un pincel

mojado en alcohol de 96°, capaz de disolver el aceite de

ricino, y fueron introducidos con cuidado en viales con

alcohol de 96°, previamente identificados. Después de 48

h. en este alcohol, para asegurar la completa disolución

se sustituyó por alcohol de 70°,del aceite de ricino,

donde se conservaron hasta proceder a su montaje.

El montaje de los flebótomos se realizó en líquido de

Hoyer (Botet, 1991a) (Anexo 5 ), medio escogido por la

rápidez y facilidad del montaje y la buena clarificación

que proporciona. Pueden utilizarse otros medios como son

el líquido de Marc André, o el montaje previa coloración
con fucsina ácida; este último fue ensayado en nuestro

Laboratorio (Rovira, 1990) comparándolo con el líquido de

Hoyer, sin mejorar los resultados y apareciendo como una

técnica más lenta y engorrosa.
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VI.1.3. IDENTIFICACION

Las preparaciones una vez secas se observaron al microscopio

y se identificaron según sus carácteres morfológicos,

siguiendo las claves de identificación presentadas en la Fig.

30, para llegar al diagnóstico específico (Gállego y col

prensa).

. , en
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ESPECIES DE Phlebotomidae DE LA PENINSULA IBERICA (IMAGOS c?)

SUBGENERO Genitalia externa ESPECIESGENERO

Sergentomyia
Caracteres del gí-
ñero.

Seta no caduca en Haites
de tercios aedio y distal
del estilo. Valvas penia-

(v.p.) en dedo de guante.

Sergentomyia
Estilo con 4 espi-
ñas, todas teraina-
les, y 1 seta no
caduca (s.n.c.).

S. (S.) minuta

Adleriue V. pen. en forma de sable,
con punta roma.

Phlebotomua
Estilo con 4-5 es-

pinas, solo 2-3 de
ellas terainales.

Estilo corto; 5 espi-
ñas, 2 terainales. Tu-
fo del coxito (t.) sin
lóbulo basal. Filaaen-
tos genitales 6,5-llx
lg. boaba genital.

P. (A.) maacittii

.V. pen. dilatadas apical-
mente, en badajo de campa-

Larrouaaiua
Estilo corto; 5 es-

pinas, 2 terainales.
Tufo de setas del

coxito (t.) con és-
tas iaplantadas di-
rectaaente en su re-

gién aedia, sin Id-
bulo basal. Filaaen-

tos genitales 3-5x
lg. boaba genital.

na*

P. (L.) ariasi

V. pen. finas y alargadas,
con extreao agudo, recto o

auy ligeramente incurvado.

P. (L.) longiouapia

V. pen. con extreao bifur-
cado en dos puntas agudas
de longitud desigual.

P. (L.) pemiaioeua

Estilo corto (lg.»3xa.); so-
lo 1 espina terainal. I. b.
ensanchado apicalaente, con

20-25 setas largas. V. pen. de borda*

Paraphlebotomua
Estilo corto y re-
choncho, fusiforae,
con 4 espinas largas
(2 apicales + 2 sub-
medianas). Paráaeros
(p.) unirriaeos. Tufo
de setas del coxito
en un ldbulo basal
(l.b.) bien desarro-
liado.

casi paralelos y punta en proa de ca-
P. (P.) alexandrinoa*

Estilo corto (lg.-3xa.); las
2 espinas apicales termináis,
con bases a nivel subigual.

L. b. largo y estrecho, con 6-10 s. lar-
gas . V. pen. con extreao afilado y trars-
párente. P. (P.) ekabaudi

Estilo auy corto (lg.»2xa.);
solo 1 espina terainal.,Lb.
largo y estrecho, con 6-20

cortas setas. V. pen. gradualaente ate-
nuadas y en pico de rapaz.

P. (P.) eergenti
Phlebotomua 'Tufo del coxito subapical y

con 15 setas + pequeño l.b.
con 9 setas cortas y finas.

Surestilo con 2 espinas terainales espa-
tuladas. V. pen. en foraa de puñal.

Estilo largo y delga-
do, con 5 espinas cor-
tas (3 apicales + 2
subaedianas). Paráae-
ros trirráseos.

P. (P.) papataai

Fig. 30
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ESPECIES DE Phlebotomidae DE LA PENINSULA IBERICA (IMAGOS g)
CIBARIO / FARINGE / ESPERMOTECAS ESPECIESSUBGENEROGENERO

Sergentomyia
Cibario añado con

Sergentomyia
Con los caracteres

dientes (d.). Reser- del género,
vorio (r.)
de la es-

penoteca
liso.

60-85 dientes cibariales en fila recta ♦

■ancha pigmentaria conspicua. Esperiotecas
cilindráceas y sin diferenciarse de los con-
ductos, que se atenúan progresivamente y sei
unen al final

'y)

r.

issir' S. (S.) minuta

Cabeza pequeña y cuello (cu.) poco diferen-
ciado. Conductos sin diverticulos básales.

AdleriuaPhlebotomu8
Cibario inerme. Conductos no anilla-

y dilatados en su re-

gién próxima al reser-
vorio, no anillado y
sí estriado trans-

versalmente.

ca. cu. r.

P. (A.) maecittiiReservorio (r.) de
la espermoteca con
la superficie es-
triada o anillado

y más o menos dife-
renciado del con-

dueto (cd.); cabeea
(cb.) de la esper-
■oteca sésil o pe-
dunculada.

Larrou*8Íus
Reservorios y con-
ductos anillados,
los conductos con

dilatación no ani-
liada (dil.) o con

diverticulos (div.)
en su base; cabezas
pedunculadas.

Cuello corto, poco diferenciado. Región ba-
sal del conducto dilatada; sin divertículo.

dil.

P. (L.) ariasi

Cuello largo y cabeza bien diferenciada.
Conductos desembocando apicalmente en diver-
tlculos básales bilobulados y de pared fi-
na*

P. (L.) longiauapÍ8'di v»

Cuello largo y cabeza bien diferenciada.
Conductos desembocando lateralmente en di-
verticulos básales piriformes y de pared
gruesa.^A

gp^P. (L.) perniciosus
‘aiv.

Paraphlebotomua
Reservorios y con-
ductos anillados,
estos últimos sin
modificaciones ba-
sales; cabezas se-

siles; Armadura fa-

rlngea con aspecto
reticulado.

Anillo distal del reservorio sésil y corto,
como un rodete circundando la cabeza. Arm.
far. apretada, en el 1/4 basa!.

a*f.

P. (P.) alexandri

An. distal campaniforme y pedunculado. Arm.
far. prolongada por los bordes hasta el 1/3
basal.

I
e.f.

9m P. (P.) ehabaudi

An. distal globuloso y sésil, isodiamétri-
co. Arm. far. no prolongada por los bordes,
con terminaciones apicales largas y sinuo-
sas. __

c P. (P.) 8ergenti

Phlebotomua Cabeza aparentemente grande por abrazarla
el an. apical. Escamas far. con las poste-
riores denticuladas

Reserv. y cond. ani-
liados, sin modifi-
caciones básales;
cabezas sésiles. Arm.
far. escamas en filas
transversas.

P. (P.) papataai

Fig. 30
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RESULTADOS
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VI.2. RESULTADOS

VI.2.1. ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS

Se han estudiado 56 estaciones repartidas por toda la comarca

del Priorato, recolectándose un total de 809 papeles lo que

representa una superficie de 32.36m2 de papel adhesivo.

El número total de flebótomos capturados ha sido de 4542:
1927 machos, 2577 hembras y 38 ejemplares ginandromorfos (Fisa

1990a), correspondientes a 5 especies distintas (Tablay col

35) .

• >

P.papafcasi P.sergenti P.arias! P.perniciosus S,limitaSEXO
»* r r r r

Hachos 6 11 105 668 1137

30Henbras 1 1 101 2444

Ginandroaorfos 0 0 0 0 38

7 12 135 769 3619TOTALES

Tabla 35. Especies de flebotominos aisladas en la comarca

N2: número de ejemplares recolectados

En la Tabla 36 se refleja el análisis cuantitativo de las

especies halladas, basado en el número de ejemplares aislados

densidad de flebótomos por m2 de papel adhesivo (D),

abundancia (A) y frecuencia (F), definidas estas dos últimas
como:

(N9)
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Abundancia (A): número relativo de ejemplares de una

determinada especie de flebotomo respecto al número total
de ejemplares de flebótomos recolectados (Vattier Bernard
y Trouillet, 1983).

Frecuencia (F): relación entre el número de estaciones
donde ha estado presente una especie y el número total
de estaciones prospectadas, expresada en porcentaje

(Vattier Bernard y Trouillet, 1983).

FN9 D AESPECIE

7.1P.papatasi 7 0.2 0.2

0.4 0.3 14.3P.sereenti 12

3.0 62.5P.ariasi 135 4.2

769 23.8 16.9 82.1P.perniciosus

3619 111.9 79.7 75.0S.minuta

Tabla 36. Análisis cuantitativo de los flebotominos capturados

NQ: número de ejemplares recolectados
D: densidad ; A: abundancia ; F: frecuencia

S.minuta es la especie de la que se ha aislado el mayor número
de ejemplares (3619), y que representa el 79.7% de la

colección, con una densidad de 111.9 ejemplares/m2. Le sigue

P.perniciosus (769) con una densidad de 23.8 ejemplares/m2 y

P.ariasi (135) con una densidad de 4.2 ejemplares/m2. Las dos

especies restantes, P.papatasi (7) y P.sergenti (12), se han

aislado con densidades muy bajas, de 0.2 y 0.4 ejemplares/m2

respectivamente.
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Según la clasificación de la O.M.S. 1979 (en Knechtetli, 1989)
por índices de densidad, las especies se han clasificado en

la comarca como:

-Especies con índice de densidad alta (D>32) :

(D=lll.9)S.minuta

-Especies con índice de densidad medio (8^D<32)
P.perniciosus (D=2 3.8 )

-Especies presentes (D<8)
P.ariasi

P.papatasi

P.sergenti

(D=4.2)

(D=0.2)

(D=0.4 )

Las especies pueden clasificarse, también, según sus valores
de frecuencia (F) (Vattier Bernard y Trouillet, 1983) en:

-Especies muy comunes, frecuencia superior al 50%

S.minuta

P.perniciosus
P.ariasi

-Especies raras, frecuencia entre el 10-25%

P.sergenti

-Especies muy raras, frecuencia inferior al 10%

P.papatasi
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VI.2.2. DISTRIBUCION DE LOS FLEBOTOMOS

VI.2.2.1. En las estaciones prospectadas

La distribución geográfica de las especies halladas se indica

en la Tabla 37. A partir de estos datos puede observarse la

elevada frecuencia con que los flebotominos aparecen en el

conjunto de la comarca estudiada, ya que tan solo resultaron

totalmente negativas 3 de las 56 estaciones prospectadas.

Est. (r) P. papatasi P.sergenti
I H T D K H T D

P.ariasi P.perniciosns S,limita
K H T D K H ! D G E 0 T D

E-8 0.20
E-9 0.86 0 0 0 0
E-10 0.60 0 0 0 0
E-ll 1.00 0000
E-12 0.60 0000
E-13 0.64 0000
E-14 0.84 0000
E-15 0.16 0000
E-16 0.16 0000
E-17 0.80 0000
E-18 0.24 0000
E-19 0.26 0 0 0 0
E-20 1.44 0000
E-21 1.32
E-22 0.58 0 0 0 0
E-23 0.32 0000
E-24 0.44 0 0 0 0
E-25 0.84 0000
E-26 0.68 3 1 4 5.9
E-27 0.52 0000
E-28 0.52 0000
E-30 0.64 1 0 1 1.6
E-31 0.28 0000
E-32 0.18 0000
E-33 0.48 0000

0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
1 0 1 0.7
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 1 1 2.3
0 0 0 0
0 0 0 0

2 0 2
11 6 17

10 28 3 31 155
19 3 22 25.6
19 2 21 35
0 2 2 2

40 1 41 68.3
50 1 51 79.7

0 6 9 15 75.0
0 43 62 105 122.1
0 31 38 70 166.7
0257 7.0
0 32 23 55 91.7
0 4 12 16 25.0
0 1 17 18 21.4
0055 31.3
0 0 0 0 0

31 242 728 1001 1252.5
0 0 0

2 11 41 54 207.7
0 75 165 240 166.7
0 9 22 31 23.5
0 7 10 17 29.3
0 29 27 56 175.0
0 7 7 14 31.8
0 49 56 105 125.0

19.8
0 0 0
0 0 0 0
0 0 0

19 0 19 29.7
1 0 1 1.2 1 0 1 1.2 '
0 2 2
0 0 0
1 0 1
0 0 0
0 0 0
0 1 1
1 0 1
1 0 1

12.5 0 0 0
8 0 8

17 7 24
0 0 0

50.0
1.3 30.0
0 0 0 0
0 0 0
0.7 14 4 18

30 4 34
13 4 17
1 0 1
9 3 12

13 2 15
22 9 31
42 8 50
4 0 4

12 2 14
1 0 1
1 0 1
2 0 2

12.5
0 0 0 0 0.8 25.8

1.7 29.3
0 0 0 0 3.1
0 0 0 0 27.3
3 1 4
1 2 3

10 6 16
4 0 4
1 1 2
0 0 0

4.8 17.9
4.4 45.6 0 11 8 19 27.9

0 0 0 0 30.8 96.2 0 9 16 25 48.1
0 73 103 176 338.5
0 33 73 106 165.6
0123 10.7
0022 11.1
0 0 0 0

0 0 0 0
1 0 1 1.6
2 0 2 7.1
0 0 0 0
0 0 0 0

7.7 7.7
3.1 21.9
0 3.6

0 0 0 0 5.6
1 0 1 2.1 4.2 0

/
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Est. (r) F.camtasi
R I I D

S.iiantaP.ariasi P,perniciosasP.sergenti
H B T D G K H I DREID R E T D

4 1 S
9 2 11

TT 10 87
0 0 0

0 0 0 0 0
25 159.1
42 38.9
3 5.8
8 14.3

32 36.4
13 29.5

128 188.2
156 108.3
28 53.8
11 110.0

0 0 0 0
0 0 0 0
1 0 1 0.9
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
1 0 1 1.9
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
1 0 1 1.9
3 0 3 5.4
0 0 0 0
0 0 0 0
1 O 1 1.5
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

303 7.1
0 0 0 0
426 5.6
101 1.9
101 1.8

14 1 15 17.0
0 0 0 0

11.9E-34 0.42
E-35 0.22
E-36 1.08
E-37 0.52
E-38 0.56

50.0 1 14 20
O 7 3580.6
O 1 2

1.8 O O 81 1
4.5 O 10 22E-39 0.88 4 O 4

1 1 2
35 3 38

O 8 54.5E-40 0.44
E-41 0.68
E-42 1.44
E-43 0.52
E-44 0.10
E-45 0.68
E-46 1.18
E-47 0.28
E-48 0.56
E-49 0.58
E-50 0.86
E-51 0.52
E-52 0.52
E-53 0.60
E-54 0.72
E-55 0.20
E-56 0.20
E-57 0.36
E-58 0.24
E-59 0.80
E-60 0,44
E-61 0.24
E-62 1.36
E-63 0.32
E-64 0.24

O 31 971 O 1 1.5 55.9
16.7 4 25 1271 O 1

O O O
O O O
O O O
O 1 1
O 1 1

0.7 24 O 24
O 22 3 25

2 O 2
48.1 O 10 18
20.0 O 4 7O

O O OO O O O O
O O0.8 1 O 1

3 2 5
O O
O O O O

O O
3.6 17.9

O O O2 O 2 3.6 O .0
O3 O 3

1 4 5
2 O 2

5.2 O O O O O O0 0 0 0
O O O

O O
5.8 1 O 1

1 O 1
1 1 2

23 1 24
25 8 33
O 1 1

1.2 O O0 0 0 0
3.8 1.9 O O O

OO O O O 3.8 O O O0 0 0 0
0 0 0 0
2 O 2 2.8

40.0 O 11 23 34 56.7
435 604.2
130 650.0
176 880.0
15 41.7
O O
O O
4 9.1
3 12.5

215 158.1
7 21.9
5 20.8

O O O
3 1 4
O O O

O
5.6 45.8 O 166 269

0 0 0 0 0 0 0 0 O 5.0 O 34 96
30.0 O 54 1220 0 0 0

0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

0 0 0 0 O O O 6 6
0 0 0 0 2 O 2 5.6 15 O 15

O O O
41.7 O 1 14

0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

o o o o o o 0
o o1 O 1 1.3 o o o o

o o 40 0 0 0 o o o o o o
6 O 6

53 13 66
3 O 3
5 O 5

0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

1 O 1
6 1 7
1 O 1
2 O 2

25.0 O 1 24.2
48.5 O 80 1355.1

3.1 O 39.4 4
8.3 20.8 O 2 3

TOTAL 32.36 6 1 7 0.2 11 1 12 0.4 105 30 135 4.2 668 101 769 23.8 38 1137 2444 3619 111.9

Tabla 37Flebotominos capturados en las estaciones prospectadas

en la comarca.

Est: Estación de captura ; m6 : metros cuadrados de papel estudiado
; M : número de individuos machos recolectados ; H: número de
individuos hembras recolectados; T: total de individuos
recolectados; D: densidad
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En las Figs. 31 y 32 se representa la distribución espacial
de las especies consideradas vectoras en el foco: P.perniciosus y

P.ariasi, indicando las densidades halladas en cada una de las
estaciones prospectadas.

• D alta >32
O D media 8'5D£32

V D baja < 8

Fig.31 Distribución de P.perniciosus en la comarca según las

densidades halladas en las estaciones prospectadas.

D: densidad de flebótomos
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VI.2.2.2. Según su proximidad al hábitat humano

Las estaciones muestreadas, teniendo en cuenta la fisonomía de

la comarca en estudio, que es eminentemente rural, se han

agrupado en: zona habitada, donde se incluyen las estaciones

situadas en los núcleos de población, y zona roderal, donde se

consideran las estaciones situadas fuera del hábitat humano

(Tabla 38).

I P,papatasi P.sergenti P.ariasi P.perniciosus S,limitaZOMA
D DD D D

Habitada (16.30) 2.5 23.3 117.70.2 0.5

Roderal (10.06) 24.30.2 0.2 5.9 106.0

Tabla 38.Distribución de los flebotominos según el hábitat

m : metros cuadrados de papel estudiado
D: densidad

Las casas aisladas eran casi todas deshabitadas por lo que se

han englobado dentro del grupo "roderal"
estaciones (E-16, E-41, E-44 y E-47) que correspondían a una casa

habitada y a tres granjas de animales que se han incluido en

"zona habitada".

exceptuando 4y

Ninguna de las especies de los flebotominos aislados ha

presentado una inclinación especial hacia un hábitat u otro. Por

ello no parece que éste pueda considerarse como un factor

importante en la distribución espacial de las especies presentes

en las estaciones prospectadas.
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VI. 2.2.3. Distribución por áreas

La distribución de los flebótomos en la comarca se ha estudiado

por áreas de 10x10 Km, coincidentes con las anteriormente
descritas al realizar el estudio de la leishmaniosis canina

). Las densidades observadas para cada una de

las especies presentes, se indican en la Tabla 39*

(IV.2.8.2 pag.♦ *

.* Pvpapatasi P.sergenti P.ariasi P.perniciosus S.ainutaAREA
DD 1) DD

15.70.0 0.4 11.32.48 0.4A

3.76 0.0 3.5 2.4 1.10.0 ■B

26.2 68.70.2 0.7 3.88.14C

2.6 24.0 209.26.06 0.0 0.5D

0.6 0.5 7.8 33.8 99.46.16E

5.76 0.0 4.5 28.8 197.70.0F

Tabla 39 Distribución de las especies de flebotominos por áreas.
D: densidad
m : metros cuadrados de papel estudiado

P.perniciosus se halla con densidades elevadas en todas las áreas

(24-34 ejemplares/m2), exceptuando el área A, donde se observa un

descenso importante (11.3 ejemplares/m2), y el área B que

presenta densidades muy bajas (2.4 ejemplares/m2).

P.ariasi sigue una distribución más uniforme, sin embargo su

captura ha proporcionado densidades bajas en todas las áreas.

Respecto a las demás especies halladas, consideradas no

implicadas en la transmisión de la parasitosis, destaca el
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comportamiento de S.minuta, quien se halla con densidades muy

elevadas en las áreas C, D, E y F (69-209 ejemplares/m2) y con

una densidad mucho más baja en el área A, que pasa a ser muy

pequeña en el área B.

VI.2.2.4. Por altitudes

presenta una notable variación

altitudinal. Las estaciones muestreadas oscilan entre altitudes

de lOOm hasta 800m, con una sola estación que ha superado esta
altitud (E-49, 809m). Para conocer la influencia de la altura en

la distribución de las especies de flebotominos presentes, se ha

estratificado la zona de estudio en niveles de 100 metros,

incluyéndose la estación E-49 en el último estrato entre 701-800m

(Tabla 40) .

del PrioratLa comarca

.2 P.papatasi P■sergenti P.ariasi P.perniciosus S.minutaALTITUD
D D D D D

100-200 112.23.68 1.1 0.3 11.7 42.4

201-300 5.1 77.74.88 0.2 1.0 32.4

301-400 12.66 0.2 0.4 2.1 28.2 85.9

401-500 3.76 0.0 0.5 5.9 22.9 462.2

501-600 1.86 0.0 0.0 3.7 4.3 0.0

601-700 2.00 0.0 0.0 1.0 1.0 0.0

701-800 0.0 0.63.52 0.0 1.9 1.1

Tabla 40 Distribución de la población de flebotominos según los
niveles altitudinales.

D: densidad : m: altitud en metros
4 9

m : metros cuadrados de papel estudiado
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Se observa (Fig. 33), por lo tanto, una relación negativa entre

altitud y densidad de P.perniciosus, que aparece con densidades

elevadas entre 100-500 m , descendiendo bruscamente a alturas

superiores.

P.ariasi se halla con densidades similares en los distintos niveles

altitudinales, siendo algo más abundante a bajas altitudes, entre

100-200m. Las bajas densidades detectadas no permiten observar
claramente la influencia de la altitud (Fig. 34).

S.minuta se comporta como una especie muy influenciada por la

altitud, ya que se observa que las altas densidades detectadas
a bajas altitudes (78-462 ejemplares/m2) llegan casi a

desaparecer al superar los 500m de altitud (Tabla 40).
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DENSIDAD
P.pemiciosus

60

40

60

20

10

11 v ► i0
401*500 601-600 601*700 701*600100-200 201*600 601*400

ALTITUD (m)

Fig. 33 Densidad P.pemiciosus detectadas en los distintos estratos

altitudinales muestreados

DENSIDAD
P.aríasi
14

12

10

8

6

4

2 -

1*..1. A
0

100-200 201-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-800

ALTITUD (m)

Fig. 34 Densidad P.ariasi detectada en los distintos estratos
altitudinales muestreados
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DISCUSION
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VI.3. DISCUSION

VI.3.1 ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS

La riqueza específica hallada en la zona de estudio es

de 5 especies: P.papatasi, P.sergenti, P.ariasi, P.perniciosus y

S.minuta, frente a las 9 especies halladas en la Península
Ibérica (P.longicuspis, P.chabaudi y P.alexandri en el SO, y P.mascitti

en el N) (Gil Collado y col 1989; Gállego y col . , en

prensa). Las 5 especies capturadas están ampliamente

difundidas por toda la Península, donde P.sergenti y P.papatasi
se comportan como especies escasas, al igual que ocurre en

• í

nuestra zona de estudio.

Por el análisis cuantitativo de las especies capturadas

(Tabla 36), mediante el sistema de los papeles adhesivos,
se observa que las especies que predominan son S.minuta y

P.perniciosus, siendo la densidad hallada de P.ariasi mucho

menor. Por otro lado, la frecuencia calculada indica que las
tres especies S.minuta, P.perniciosus y P.ariasi se encuentran

ampliamente distribuidas por toda la zona. Estos resultados

concuerdan con los hallados por diversos autores en otras

zonas españolas próximas (Lucientes, 1986; Corachan y col.,

1987; Sánchez Acedo y col.

Mezquida, 1990; Rovira, 1990; Gállego y col

1987; Botet y col., 1989;

1990).• I

S.minuta es una especie estrictamente herpetófila, por lo que

se descarta como vector de la leishmaniosis (Rioux y col.,

1967). P.perniciosus y P.ariasi son especies zooantroponof ilas,

con marcada cinofilia cuya capacidad vectorial ha sido

probada en distintos focos del Mediterráneo (Rioux y col.,

1973; Pires, 1984; Killick-Kendrick y Rioux, 1981; Bettini

y col., 1986b; Lucientes y col., 1988; Maroli y col

1991) y asimismo en nuestro propio foco

1986a; Moreno, 1989), como así lo

indican los trabajos realizados por Rioux y col. en dos

1988;• >

Sanchís Marín y col
en estudio (Rioux y col

• 9

• )



-244-

poblaciones del Priorato (Torroja y Poboleda) (Tabla 41).

N'g? positivas P.perniciosus P.ariasi
N'?$ disecadas

Total

7/1088 13/25036/1415Torroja

1/2100 4/122Poboleda 5/2222

11/1210 18/47257/3515Total

Tabla 41. Infestación natural en P.perniciosus ? P.ariasi en dos poblaciones del Priorato
(Moreno, 1989).

En el presente estudio, el bajo número de ejemplares

capturados de P.ariasi podría poner en duda su papel vectorial,

sin embargo parece que el método de captura utilizado ha

sesgado en gran medida los resultados. Estudios, puntuales

anteriores, realizados en la población de Torroja con trampas

luminosas dieron resultados muy distintos (Rioux, J.A

pers.), con una relación entre los dos especies capturadas
de 1.64, como se observa la Tabla 42.

com.• f

P.perniciosus P.ariasi
N‘N’

1551 719

2015 1462
??

3566 2181Total

Tabla 42. Capturas realisadas en la población de Torroja del Priorato con cepos lusinosos (Rioux
J.A., coi pers.).



-245-

Ello puede ser debido al importante fototropismo que presenta

P.ariasi (Rioux y col

Botet, 1991a) que aumentaría el número de capturas al

utilizar trampas luminosas, y también al hecho de que los

puntos muestreados con papeles no coincidan con los sitios

de reposo ni con el hábitat de estos flebótomos (Dolmatova

y Demina, 1971). Esta opinión viene reforzada por los

trabajos de Seguí y Botet quienes obtienen resultados muy

dispares al comparar los dos sitemas de captura en un mismo

lugar (Botet, 1991a; Seguí, 1991). Según Botet (1991a) los

papeles adhesivos seleccionan S.minuta y en menor medida

machos de P.perniciosus, y los cepos luminosos capturan

fundamentalmente P.ariasi, a causa de su mayor fototropismo.

1968b; Martínez Ortega y col 1982;• * ♦ >

En cuanto a la repartición por sexos teniendo en cuenta que

se utiliza el sistema de captura de los papeles adhesivos,

aparece en todas las especies halladas, excepto en S.minuta,
un mayor porcentaje de machos que de hembras, lo que coincide
con los resultados expuestos por otros autores (Rioux y col. ,

1972b, Mezquida, 1990; Rovira, 1990; Botet, 1991a). El

relativo alto número de ejemplares machos de P.perniciosus en

los agujeros de los muros, que son lugares mayoritariamente
muestreados por ser los más asequibles, sugiere que éstos

constituyen auténticos lugares de reposo diurno para ellos

(Maroli y col., 1987; Botet, 1991a). El bajo número de

ejemplares de P.ariasi recolectados parece indicar que los

muros no constituyen su hábitat ni su refugio (Botet, 1991a).

Respecto S.minuta, especie claramente herpetófila, las

proporciones halladas oscilan dependiendo del hábitat que

posean las especies de reptiles sobre las cuales se alimentan

(Botet y col 1991b). En nuestro caso se ha obtenido un

elevado porcentaje de hembras, 68%, lo que sugiere que los

mechinales, además de ser sus lugares de reposo

sus lugares de reproducción y alimentación, donde S.minuta

♦ I

son también

cumple todo su ciclo biológico casi en exclusividad (Rioux



-246-

1978; Maroli y col., 1987)..Croset y col

Nuestros porcentajes son semejantes a los citados por otros

autores (Rioux y col

Botet, 1991a).

y col 1967;• 9 • 9

1968b; Encinas Grande y col., 1988;• 9

Es de destacar el hallazgo en S.minuta de 38 individuos

ginandromorfos detectados, la mayoría de ellos,, en una sola

estación de captura (31 ejemplares en la estación E-17 y los

7 restantes repartidos en las estaciones E-19, E-35 y E-42)
1991), lo que representa

el mayor número de ginandromorfos citados en la literatura

(Parrot y Habbibi, 1946; Sherlock, 1958; Rioux y col

1974; Ashford, 1974; Vattier Bernard, 1975;

1982; Morillas y col.,

1983b; Geoffrey, 1984; Lucientes Curdi, 1986; Martínez Ortega

1989a). La importancia del hallazgo de esta población
de ginandromorfos aislada ha motivado el inicio de un estudio

encaminado a determinar las causas que pueden inducir la

aparición de estas teratologías.

(Fisa y col 1990a, Gállego y col• 9 • »

1965;• 9

Rioux y col

Addadi y Dedet, 1977; Leger y col

• 9

• 9

y col • 9

VI.3.2. DISTRIBUCION DE LOS FLEBOTOMOS EN EL ESPACIO

La frecuencia con que aparecen los flebótomos en las

estaciones prospectadas en la comarca (VI. 2.2.1, pag.¿33) es

muy elevada, 94.6%, apareciendo las especies consideradas
vectoras de Leishmania con frecuencias del 82.1% (P.perniciosus)

y 62.5% ( P.ariasi) .

La proximidad o lejanía de las estaciones a los núcleos

"zonas habitadas", no parece influir en la

distribución de los flebótomos (Tabla 38, pag.¿37). Debe

indicarse que la comarca es eminentemente rural, con

poblaciones generalmente pequeñas, donde han sido muestreados

los exteriores de las viviendas. Los estudios realizados en

grandes ciudades conducen a resultados muy distintos, ya que

urbanos
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los flebótomos están ausentes en la parte central plenamente

urbanizada, apareciendo en la periferia y alrededores (Adler

y Theodor, 1931; Sánchez Acedo y col 1987).• >

Sin embargo, su distribución en la comarca es heterogénea

) , de tal modo que puede diferenciarse entre(Tabla 39, pag.

la parte central y sur de la comarca (Area C, D, E y F) donde

P.perniciosus aparece con densidades elevadas y la parte norte

(Area A y B) donde las densidades detectadas son mucho

menores. Por contra, P.ariasi presenta una distribución más
uniforme en todas las áreas.

Destaca la influencia importante de la altitud, observada

en toda la zona de estudio (Tabla 40, pag.¿3?). Ello concuerda
con la idea clásica que considera la latitud y la altitud,
como los factores limitantes de la distribución de las

especies (Lewis, 1971):

P.perniciosus se encuentra con densidades medias y altas en

la zona comprendida entre 100-500 m, detectándose un

brusco descenso a altitudes mayores (Fig. 33). Ello

coincide con las apreciaciones de diversos autores en

zonas de nuestra latitud (Rioux y col., 1970; Martínez

Ortega, 1986; Encinas Grande y col., 1988, Gállego y

1990), considerando que se trata de una especie

propia de climas semi-áridos. En el SE de España se

encuentra en un rango más amplio, desde 0 a 1430 m,

aunque se presenta con mayor abundancia entre 20-400 m

(Martínez Ortega y Conesa Gallego, 1989b).

col • i

P.ariasi se distribuye con más uniformidad en las distintas

altitudes muestreadas, aunque siempre con densidades

bajas (Fig. 34, pag .€*/). Esta especie se ha descrito como

una especie capaz de ubicarse en un amplio rango

altitudinal y con tendencia a habitar zonas húmedas y

frías. Se considera que puede llegar a altitudes elevadas
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por encima de los 1000 m, como se ha descrito en Cevennes

(Rioux y col 1970; Killick-Kendrick y Rioux, 1981), en

los Pirineos Aragoneses (Lucientes Curdi y col., 1989)

• 9

o en el SE de la Península Ibérica (Martínez Ortega y

Conesa Gallego, 1989b), aunque las densidades máximas se

obtienen a distintas altitudes según las zonas: entre

300-600 m en Cevennes (Rioux y col

altitud en la provincia de Lérida (Gállego y col

>600m altitud en Salamanca (Encinas Grande y col., 1988)
o entre 800-1300 m en el SE de la Península Ibérica

(Martínez ortega y Conesa Gallego, 1989b). De todos modos

el no constituir los papeles adhesivos un método idóneo

para la captura de esta especie (Botet y col

junto al distinto comportamiento exo-endofílico que

presentan las cepas de P.ariasi (KK en Cevenes) dificulta
la evaluación de la densidad real de esta especie.

1970), >1000m

1990),

• 9

♦ 9

1991b),* 9

Al considerar la fisiografía de la comarca se observa que

la zona central y sur del Priorato (Area C, D, E y F) se

sitúa entre 100-500 m, por lo que se trata de la zona donde
las densidades halladas de los flebótomos vectores son

elevadas. Por contra, la zona norte del Priorato (Area A y

B) se sitúa, en su mayor parte, a altitudes superiores, donde
las densidades de los flebótomos vectores son bajas, lo que

expuestosresultadoscoincide plenamente loscon

anteriormente.
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VII. DISCUSION GENERAL



-249- t¡«

VII. DISCUSION GENERAL

El foco de leishmaniosis localizado en la comarca del Priorato

(Tarragona)
particularidades propias: plurivectorialidad introfocal y

coexistencia de diversos zimodemas en condiciones simpátricas

e incluso sintópicas. El hombre se introduce en el ciclo

epidemiológico de modo accidental, si bien tanto la forma

visceral como la cutánea, más frecuentemente esta última, son

conocidas desde antiguo en la zona (Frias Roig, 1914; Frias

Roig, 1918; Fullat Aragonés, 1927).

foco eminentemente rural cones un

El perro, considerado el reservorio principal, se halla

parasitado con tasas importantes de prevalencia (10.2% de

prevalencia media en la comarca), detectándose una incidencia

anual del 5.7%, comparable a los datos expuestos por otros

autores en otros focos del Mediterráneo igualemente activos

(Morillas Márquez y col., 1989; Dunan y col 1989) .• 9

La elevada prevalencia de animales con leishmaniosis y la
evolución crónica de la enfermedad explican el mantenimiento
de la enzootia en el foco. Estudios longitudinales realizados

sobre estos animales leishmaniósicos han permitido observar
dos tipos de comportamiento : una evolución de tipo crónico

(65%), que lleva al animal a un empeoramiento clínico

paulatino desde el llamado estado asintomático hasta el estado

sintomático y por último a la muerte en el período de varios

años, o bien una evolución rápida, de tipo agudo, que lleva
al animal asintomático a fallecer en un período de tiempo
inferior al año (35%). La existencia de leishmaniosis

regresivas ha podido también ser puesta de manifiesto en un

15% de los animales diagnosticados serologicamente y/o por

visualización directa del parásito.
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El elevado porcentaje de animales leishmaniósicos, hallados

en el foco, que no manifiestan clínicamente la enfermedad

(65% de animales asintomáticos u oligosintomáticos) representa
un reservorio silente de la parasitosis, muy difícil de
detectar fuera de las campañas epidemiológicas a gran escala.

Por ello es de destacar su importante papel epidemiológico,
más aún cuando su capacidad real de infestar al flebotomo

vector no es del todo conocida y en la actualidad objeto de
controversia. Autores como Rioux y col. (1972a) y Gradoni y

col. (1987b) estiman que la capacidad infestante del perro sin

sintomatología clínica es muy reducida. Sin embargo, otros

autores consideran que el animal asintomático posee un

importante poder infectivo (Alvar, J. com. pers.). En este

sentido Sánchez Botija, ya en 1936, denunció la presencia de

Leishmania en la piel aparentemente sana de perros

asintomáticos.

La búsqueda de otros reservorios, centrada fundamentalmente

en los roedores, no ha dado resultados positivos, si

exceptuamos la seropositividad hallada en ratones de campo

(7/69 Mus spretus y 1/28 A.sylvaticus) , cuyo significado resta

poco claro. Por otro lado, los zorros varias veces

incriminados en otros focos del Mediterráneo como posible

reservorio salvaje, muestran en nuestro foco títulos bajos
de anticuerpos anti-Leishmania en 7/16 casos estudiados, lo

que es importante de resaltar. El zorro se ha hallado

parasitado en otros focos en porcentajes que oscilan entre

2-6% (Rioux y col., 1968a; Bettini y col., 1980; Marín Iniesta

y col., 1982; Abranches y col., 1984), por lo que suponiendo

que se comporte de modo semejante en nuestro foco es lógico

que no haya podido hallarse ningún animal positivo, dado el

bajo número de ejemplares estudiados. No obstante, los títulos

serológicos detectados son indicativos de su posible papel,
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considerando que el se comporte y responda

inmunologicamente como el perro, quien en esta comarca

zorro

presenta en un 40% de los casos títulos serológicos bajos.

Por ello no puede olvidarse la posibilidad de que nuestro

foco no corresponda exactamente a un foco de tipo Secundario,

sino más bien a un foco Primo-Secundario de Garnham (1965),
donde el papel de estos animales debería estudiarse en

profundidad y cuya complejidad dificultaría, en mayor grado,

las medidas profilácticas, de control y de erradicación de la

enfermedad.

Los aislamientos de cepas de Leishmania realizados han

permitido observar la coexistencia de tres zimodemas

circulantes en el foco: MON-1, MON-29 y MON-77, y un cuarto

zimodema (MON-105) aislado posteriormente en el Laboratoire

d’Ecologie Medicale de Montpellier, en un perro importado de
la población de Torroja del Priorat. En la cuenca mediterránea

han sido también citados otros focos donde también el agente

etiológico es heterogéneo, como son la zona italiana de Monte

Argentario (Gramiccia y col., 1986), o los Pirineos Orientales

franceses (Rioux y col 1985) .• I

MON-1, MON-77 y MON-105 son tres zimodemas muy próximos que

tan solo difieren entre sí en un isoenzima, G6PD. MON-1 y

MON-105 representarían los homocigotos en este locus y MON-

77 llevaría el fenotipo heterocigoto. MON-1 corresponde a un

aislado repetidas veces en lazimodema dermo-viscerotropo

zona mediterránea, tanto en el hombre como en el perro. MON-

77, aislado exclusivamente en el perro, aparece como un

zimodema nuevo, no aislado en ningún otro foco de la zona y

en cambio muy frecuente en el Priorat , con carácter dermo-

viscerotropo en el perro. MON-105, aislado en un perro del
Priorato y en flebótomos alimentados sobre este animal,
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aparece también como un nuevo zimodema. La presencia de estos
zimodemas tan próximos apoyan la hipótesis de que puedan

existir procesos de intercambio genético entre las

leishmanias.

MON-29, además de separarse por el isoenzima G6PD, difiere

asimismo del zimodema MON-1 en otros dos isoenzimas (MDH y

NP). En el foco ha sido aislado únicamente en el vector, tanto

de P.perniciosus como de P.ariasi, y no ha podido ser aislado en

el reservorio canino ni en los demás animales estudiados, por

lo que su reservorio queda por dilucidar. MON-29 es un

zimodema aislado en otros focos del Mediterráneo como causante

de leishmaniosis cutáneas humanas, aunque se ha citado en un

caso de leishmaniosis mucocutánea (Alvar, 1988) y visceral

(Jiménez y col., 1991) en pacientes en estado de anergia

inmunitaria.

Entre las distintas hipótesis que pueden explicar la
frecuencia con que este zimodema (MON-29) aparece en el vector

(10 de 13 cepas de Leishmania aisladas en la población de

Torroja y 2 de 5 aisladas en Poboleda) y su no detección en

el reservorio citaremos:

a) La posibilidad de que también en el reservorio (canino
u otro) MON-29 tenga carácter dermotropo. No se habría
detectado dado el bajo número de biopsias realizadas.

Es posible además que su patogenicidad sea escasa y que

de lugar a lesiones muy ligeras o inaparentes, lo que

dificultaría todavía más su localización. Debe

destacarse la observación realizada por Sánchez Botija

ya en 1936 de la presencia de leishmanias en el perro
en piel sana.

b) Es posible también que MON-29 tenga otro u otros

reservorios. De los estudios serológicos realizados

M.spretus podría ser un candidato, aún cuando los datos
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aportados por otros autores no apoyan esta hipótesis

(Rioux y col 1968a).• 9

c) No puede tampoco descartarse, aún cuando consideramos

poco probable, la posibilidad de que MON-29 sea una

cepa de carácter antroponótico. Es difícil, no

obstante, explicar el mantenimiento del ciclo a través
de únicamente formas humanas, dada su baja frecuencia.

Para intentar delimitar el foco y conocer su estuctura se ha

estudiado la distribución de las especies vectoras,

considerada como el verdadero factor limitante de la

distribución y dispersión de la leishmaniosis (Safjanova,

1977). Tanto P.perniciosus como P.ariasi son reconocidos como las

especies vectoras en el foco, ya que han podido realizarse

diversos aislamientos de cepas de Leishmania (MON-1, MON-29,

MON-77) en condiciones naturales y las dos especies se

encuentran ampliamente distribuidas por toda la geografía de
la comarca. El bajo número de P.ariasi recolectados, creemos que

es debido en gran medida al método de captura utilizado

(trampas adhesivas), ya que estudios puntuales con cepos

luminosos han arrojado proporciones mucho más elevadas de este

flebotomo, aunque menores a las halladas para P.perniciosus.

En los focos mediterráneos, donde se considera que los

principales responsables del mantenimiento de la parasitosis
son el reservorio canino y el flebotomo vector, a pesar del

hallazgo de otros animales parasitados (Rioux y col 1977),• 9

se han propuesto diversos modelos matemáticos para representar
su interrelación (Rioux y col 1977; Jolivet y col 1977;

Dye, 1988). Se acepta que existe un nivel mínimo de flebótomos

• 9 • 9

por debajo del cual la transmisión de la enfermedad no puede

producirse.
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En nuestro foco, al relacionar la distribución y densidad de

las especies vectoras con la distribución de la leishmaniasis

canina, se observa un estrecho vínculo, que es muy marcado,
en el caso de P.perniciosus y mucho más difícil de valorar en

P.ariasi, debido al bajo número de ejemplares recolectados

(Tabla 43).

Leishmaniosis canina Flebótomos vectores

P.perniciosus P.ariasi
AREA

P TGM

(%) (D) (D)

5.6 12.9 0.40A

5.1 7.4 2.0 2.9B

16.19.3 27.9 4.1C

16.9 28.0 27.6 2.9D

10.2 21.6 33.9 7.8E

8.1F 11.9 28.8 4.5

Tabla 43. Leishmaniosis canina y sus vectores según las
distintas áreas descritas (lOOKm2).

P: Prevalencia; TGM: media geométrica de la inversa de los
títulos serológicos; D: densidad

Es de remarcar la notable influencia de la altitud sobre la

densidad de los flebótomos, fundamentalmente sobre

P.perniciosus, que se correlaciona estrechamente con la tasa de

prevalencia de la parasitosis (Tabla 44, Fig. 35).
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Se observa que las densidades máximas de los vectores

implicados se detectan entre 200-500 m de altitud, que

corresponde a la zona definida como de alta endemia canina,

por lo que se considera como la zona de "máximo riesgo

epidemiológico". Esta zona se sitúa en el Bajo Priorato y en

el Priorato Geológico (Areas C, D, E y F), separada por el
macizo del Montsant de la zona considerada de baja endemia,

el Alto Priorato (Areas A y B), que en su mayor parte se

encuentra a altitudes superiores a 500 m. y goza de unas

condiciones climáticas más severas debido a las influencias

que llegan de la comarca de Les Garrigues, de tipo continental

estépico, y a las del propio macizo del Montsant.

Leishmaniosis caninaALTITUD Flebótomos vectores

P.perniciosus P.ariasi(m) P TGM

(%) (D) (D)

200-300 11.9 28.8 32.4 5.1

301-400 9.8 12.9 28.2 2.1

401-500 17.6 31.7 22.9 5.9

501-600 7.4 7.6 4.3 3.7

601-700 0.0 17.8 1.0 1.0

701-800 3.2 2.7 0.6 1.9

Tabla 44. Leishmaniosis canina y sus vectores según los
distintos niveles altitudinales.

P: Prevalencia media; TGM: media geométrica de la inversa de
los títulos serológicos; D: Densidad



-255-

so 20

40

E
15

CL

<
O Z

30 z(O <o o2
10 WO

co
oO

CD Z20LU <
2ÜL
I

UJ
5

10

0 0

150 250 350 450 550 650 750

ALTITUD (m)
P.perniciosus P.aríasi Leishmaniosis canina

Fig. 35 Leishmaniosis canina y sus vectores según los
distintos niveles altitudinales



-256-

es una comarca de fisiografía muy característica,
constituido por una depresión central y una serie de montañas

periféricas que lo conforman, que queda abierta tan solo al

oeste hacia la comarca de la Ribera d’Ebre. Ello lo convierte

en un foco, que al igual que la depresión central que lo

El Priorat

configura, queda abierto tan solo hacia la comarca de la

Ribera d’Ebre, lo que se intuye al observar las elevadas

prevalencias de leishmaniosis en las poblaciones limítrofes
con esta comarca (Els Guiamets, El Molar, El Masroig, etc.)
y que se comportan como puntos de alta endemia. Por otro lado,

estudios de prevalencia de la leishmaniosis canina realizados
en la comarca del Baix Camp, con la que limita al este,

muestran porcentajes bajos (Pm: 2%) (Portús y col., 1987a),
lo que podría indicar que las montañas que separan ambas

comarcas (Sierra de LLavanera y Sierra de Tivissa) se

comportan como verdaderas barreras naturales.
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VIII. CONCLUSIONES



-258-

VIII. CONCLUSIONES

Consideraciones previas

El estudio de un foco leishmaniósico debe ser el estudio

integrado de todos los elementos implicados en el ciclo (el
parásito, el reservorio y el vector), y su entorno geográfico.

Es por ello que los resultados obtenidos del trabajo realizado

y aquí expuesto no pueden independizarse de los conocimientos

ya existentes sobre el foco, y que sirvieron de base para un

estudio más profundo, así como de aquellos otros fruto del

trabajo de otros investigadores, fundamentalmente del equipo
del Prof. Rioux de Montpellier con quien colaboramos en el

marco de proyectos conjuntos.

La obligada limitación material y temporal que comporta la
realización de una tesis doctoral nos indujo a centrar

nuestros esfuerzos fundamentalmente hacia el reservorio. De

los otros dos elementos del ciclo, el parásito es objeto de

estudio intensivo en el Laboratoire d’Ecologie Medicale de

Montpellier, donde se han realizado todos los tipajes

isoenzimáticos de las cepas aisladas. El estudio del vector,

y fruto de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral,

es objeto de profundización en la actualidad en nuestro

Laboratorio.

Del trabajo realizado en el foco leishmaniósico del Priorat
hemos extraido las siguientes conclusiones:

-Sobre el parásito

1. En el foco se conoce la existencia de 4 zimodemas de

Leishmania infantum: MON-1, MON-29, MON-77 y MON-105. En el
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reservorio canino han podido aislarse tres de ellos: MON-

1, MON-77 y MON-105, los cuales difieren entre si, por un

(G6PD) de los trece analizados.

MON-29, repetidamente incriminado en el foco catalán como

causante de leishmaniosis cutánea humana, tan sólo se ha

aislado del vector, P. perniciosus y P. ariasi.

sólo sistema enzimático

-Sobre el reservorio habitual2.Para conocer el alcance de la endemia canina se ha

utilizado como método de cribado la técnica serológica

"Dot-ELISA"-Proteína A, que se ha revelado como una

técnica sensible y específica al aceptar como umbral de

positividad el título 1/800.3.La seroprevalencia detectada en el conjunto de la comarca

se ha situado en un 10.2%, con una incidencia anual del

5.7%. Según las prevalencias halladas pueden diferenciarse
dos grandes zonas geográficamente bien delimitadas:

zona de alta endemia canina (Pm: 11.9%) situada en el

Bajo Priorat y Priorat Histórico (100-500m altitud).

zona de baja endemia canina (Pm: 4.5%), situada en el

Alto Priorat, separada del resto por el macizo del
Montsant (300-800m altitud).4.Destaca el elevado número de animales seropositivos con

títulos 1/100-1/400 que no llegan a alcanzar el umbral de

positividad aceptado (1/800). Estos animales representan

el 40% del conjunto analizado en la comarca, al lado de

tan solo el 40.8% de animales seronegativos.



-260-5.Los animales considerados afectos de leishmaniosis (título

serológico >1/800 y/o cultivo positivo) han presentado

sintomatología dispar. Tan solo un 35.3% presentaban

por lo que han

sido considerados como "sintomáticos", frente a un 34.6%
de animales "oligosintomáticos" y un 30.1% de animales

"asintomáticos".

signos sugestivos de una leishmaniosis6.Los estudios longitudinales, clínicos y serológicos,
realizados entre los animales que han superado el umbral

de positividad ha permitido observar una evolución

negativa en el 85% de los animales y una regresión de la

enfermedad, detectada en la clínica y la serología, en el
15% restante.

Entre los animales que evolucionan negativamente se ha

observado dos tendencias:

Evolución clínica aguda, detectada en el 35% de

los perros, que conduce a la muerte en un período

inferior al año.

1

Evolución crónica, detectada en el 65% restante,

que comporta el empeoramiento paulatino del estado

general del animal en un período de varios años.

27.Los estudios longitudinales realizados entre animales con

títulos serológicos bajos que no alcanzan el umbral de

positividad indican:

a) que en un 10-20% representan la fase pre-patente de la

enfermedad, que se manifiesta con un incremento de la

tasa de anticuerpos.
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b) que en el 80-90% de los casos restantes las serologías
se mantienen invariables. Consideramos que en estos

casos podría tratarse tanto de títulos de recuerdo de
leishmaniosis autolimitadas como de la respuesta

humoral a repetidas inoculaciones del parásito, por

parte del vector, que no lograron establecerse.8.Las características de los animales (edad, sexo, pelo,

peso y actividad) han sido valoradas. Entre ellos tan solo

la edad y el sexo parecen influir. Se ha observado un

aumento paulatino de la prevalencia con la edad y también
un mayor porcentaje de machos afectos, aunque tan solo

entre los animales adultos, donde factores como son la

gestación y el parto podrían influir.

-Sobre la búsqueda de otros posibles reservorios9.Entre los micromamíferos estudiados ningún ejemplar ha

sido hallado parasitado, si bien se ha detectado

positividad serológica en ejemplares de Mus spretus y

Apodemus sylvaticus.

10.Los estudios serológicos efectuados en cabras y ovejas han

dado resultados negativos.11.Un 40% de los zorros analizados han presentado tasas bajas

de anticuerpos. Sin embargo, el bajo número de animales

analizados y la inadecuación de la muestra obtenida para

la realización del examen directo o cultivo no permite
definirnos sobre su posible papel como reservorio.
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-Sobre el vector12.Los flebótomos presentes en la comarca son: P. papatasi, P.

sergenti, P. ariasi, P. perniciosus, P. ariasi y S. minuta.13.P. perniciosus y P. ariasi, consideradas las especies vectoras
en el foco, se hallan con frecuencia elevada en el

conjunto de las estaciones prospectadas (82.1% y 62.5%,

respectivamente).14.P. perniciosus presenta densidades elevadas en las estaciones
situadas entre 100-500m, que corresponde principalmente al

Bajo Priorat y Priorat Histórico (24-34 ejemplares/m2 ), lo

que coincide con la zona de alta endemia de leishmaniosis
canina. En el Alto Priorat las densidades halladas han

sido muy inferiores (2-12 ejemplares/m2).15.P. ariasi se ha hallado con densidades poco importantes en

todas las zonas estudiadas (0.4-8 ejemplares/m2), sin que

se observe una influencia notable de la altitud en su

estos resultados están, sindistribución. Sin embargo

duda, sesgados como consecuencia del método de captura

utilizado.

-Sobre los límites geográficos del foco

16.El foco queda limitado por las propias barreras naturales

que conforman la comarca: al norte el macizo del Montsant

y al este las sierras de LLavanera y de Tivissa, que lo

separan de la comarca del Baix Camp. Sin embargo, queda

abierto por el oeste, hacia la comarca de la Ribera
d * Ebre.
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ANEXO 1.

Resultados obtenidos al estudiar en paralelo 70 muestras,

mediante la técnica serológica IFI y la técnica "Dot-ELISA".
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1/100

1/800

1/1600

neg

neg

1/10

1/20

neg

1/20

neg

1/10

1/320

1/80

/
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/

"Dot-ELISA"IFI

1/160

1/80

1/80

1/320

1/320

1/160

1/160

1/320

1/640

1/160

1/640

1/640

1/640

1/800

1/800

1/800

1/3200

1/800

1/800

1/800

1/800

1/3200

1/3200

1/6400

1/6400

1/6400

negneg
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ANEXO 2.

Resultados obtenidos mediante la técnica "Dot-ELISA", al

estudiar en paralelo muestras de sangre total recogidas sobre

papel Whatman n* 3 y muestras de suero.

"Dot-ELISA"

Sangre total

"Dot-ELISA"

Suero

1/200

1/200

1/100

1/200

1/200

1/100

neg

1/100

1/200

1/100

1/100

1/200

neg

1/200

negneg

1/2001/200

negneg

neg

1/400

neg

1/400

negneg

negneg

negneg

1/400

1/6400

1/400

1/6400

neg neg

negneg

neg

neg

neg

neg

negneg

neg neg

/
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/

"Dot-ELISA""Dot-ELISA”

Sangre total Suero

1/1600

1/3200

1/6400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/200

1/800

1/800

1/400

1/200

1/400

1/400

1/200

1/200

1/400

neg

1/100

1/100

1/800

1/800

1/6400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/200

1/400

1/400

1/400

1/200

1/200

1/400

1/100

1/200

1/200

neg

1/100

1/100

neg

1/200

1/800

1/800

1/800

1/800

1/100

1/100

neg

1/200

1/800

1/800

1/800

1/800

1/200

1/200

/
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/

"Dot-ELISA"

Sangre total

"Dot-ELISA"

Suero

1/100 1/200

1/100

1/100

1/400

1/800

1/800

1/6400

1/800

neg

neg

1/400

1/800

1/800

1/3200

1/400
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ANEXO 3.

Animales con títulos serológicos elevados (>1/800) controlados
en el período de un año

N* Título serológico Sintomatología

1'Control 2'Control 1'Control 2'Control

1/6400

1/800

1/800

1/6400

1/6400

1/6400

1/800

1/6400

1/800

1/3200

1/800

1/3200

1/1600

1/800

1/1600

1/1600

1/800

1/3200

1/3200

1/1600

1/800

1/800

1/6400

604 exitus exitus+ +

1/800

1/800

exitus

1/6400

1/3200

1/3200

1/6400

1/800

193 ++ + +

196 0 0

exitus476 ++

750 + ++

514 + ++ +

557 + +

101 0 0

104 + ++

111 exitusexitus ++

114 1/1600 0 0

118 exitusexitus +

220 1/1600

1/1600

exitus

++ ++

236 0 +

240 exitus

exitus

+ +

875 0exitus

876 1/800

1/3200

1/3200

++

931 + +

946 + + +

951 0 exitusexitus

964 1/800

1/800

exitus

+ + +

968 ++ + +

977 exitus++

/
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/

N‘ Título serológico Sintomatología

1*Control 2‘Control 1*Control 2‘Control

1/6400

1/1600

1/800

1/800

1/800

1/800

1/3200

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/6400

1/6400

1/6400

1/800

1/6400

1/800

1/800

1/6400

1/800

1/1600

1/6400

1/800

1/6400

1/3200

1/3200

1/800

1/800

131 exitus exitus+ +

1/1600

1/800

1/1600

1/400

1/1600

exitus

1/3200

1/800

exitus

1/800

710 + + ++

681 + +

0689 +

690 + +

728 ++ ++

733 exitus++

736 + + +

739 + + +

exitus743 + +

0671 +

0 exitus826 exitus

1/6400

1/6400

829 + ++

836 + ++

0847 exitusexitus

exitus exitus850 0

853 1/6400

1/800

1/800

exitus

1/800

0 +

854 0 +

871 0 +

0 exitus4

19 0 +

30 exitus

exitus

exitus

exitus

+

45 + +

409 0 01/1600

exitus

1/3200

exitus

1/1600

exitus

412 exitus+ +

0307 0

310 0 exitus

429 + ++

437 exitus++

/
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/

N' Título serológico Sintomatología

1*Control 2'Control 1*Control 2'Control

1/800

1/800

1/800

1/6400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/6400

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/6400

1/3200

1/800

1/400

1/400

exltus

1/400

1/200

1/1600

1/800

1/1600

exitus

1/800

1/800

1/1600

exitus

1/6400

exitus

444 + +

445 ++

446 + +

exitus448 + +

449 + ++

00450

0452 + +

458 + + +

459 + ++

exitus461 ++

0364 0

00371

1037 +++ +

exitus1048

1054

+ +

+ + +

exitus1057 ++

N': número de identificación del animal

0: asintomático; +: oligosintomático; ++: sintomático



-303-

ANEXO 4.

Animales con títulos serológicos bajos (¿1/400) y negativos

controlados en un período de 6 meses.

N* SintornatologiaTítulo serológico

1*Control 2'Control 1*Control 2'Control

1/400

neg

1/100

1/400

1/400

1/200

1/400

1/400

1/1600

neg

1/400

1/400

1/800

1/200

1/400

1/400

neg

1/3200

1/1600

1/400

1/1600

1/800

1/200

1/200

1/200

1/800

1/400

1/400

1/400

1/6400

1/200

1/800

608 + + + +

00625

0 0626

628 ++

634 + +

00747

539 + ++

0540 +

00117 neg

118 1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/200

1/400

neg

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

++ +

217 ++

0218 0

219 + ++ +

0222 0

235 +++

238 ++ +

241 ++

0243 0

0921 0

937 10

967 10

977 0 + +

682 00

683 ++

/
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/

SintomatologiaN' Título serológico

1*Control 2'Control1’Control 2'Control

1/400

1/400

1/200

1/400

1/100

1/200

1/400

1/400

1/400

1/400

1/100

1/200

neg

1/400

691 ++

0641 +

652 ++

668 ++

008

09 +

0014 neg

1/200

neg

1/200

1/1600

1/200

1/100

1/200

1/100

1/200

1/200

1/800

1/200

1/100

1/400

1/400

1/200

1/200

1/200

1/100

1/200

1/100

15 ++

18 ++neg

01/200

1/200

1/200

1/100

1/200

1/100

1/200

1/200

1/400

1/100

1/200

1/400

1/400

1/200

1/100

1/200

1/100

1/100

22 +

030 +

0o39

52 + ++ +

0053

0054

0402 + +

00423

435 ++

00450

00451

00366

00373

386 +++

001035

1039

1040

1042

+ ++ +

0 +

0 +

0o1043 neg

N’: número de identificación del animal

0: asintomático; +:oligosintomático; ++:sintomático
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ANEXO 5.

Reactivos

-PBS: Tampón fosfato

(Na2HP04)2. H20 ....

NaH2P04

NaCl

H20 destilada c.s.p.

Ajustar a pH:7.2

14 g

1.5 g

42.5 g

5000 mi• « i

-TS: Tampón Tris-salino

Tris (hidroximetil) aminometano

NaCl

H20 destilada c.s.p

Ajustar a pH:7.6 con ácido HC1 concentrado

2.4 g

7.5 g

1 1

• •

-TS leche 5%: Solución Tris-salino leche 5%

Leche descremada (Régilait 0.8% materia grasa) al 5%
en Tris-salino.

-TST: solución Tris-salino-tween

Tween 20 al 0.05% en Tris-salino

. -TST-leche 1%

Leche descremada (Régilait 0.8% materia grasa) al 1%
en Tris-salino-tween.
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-TS 500mM

Tris (hidroximetil) aminometano

NaCl

H20 destilada c.s.p.

Ajustar a pH: 7.6 con ácido HC1 concentrado

2.4 g

29.2 g

1 1

• ♦

-Substrato

Solución metanol/cloronaftol

TS 500mM

2 mi

8 mi

4 plH202

-Solución metanol/cloronaftol

4 clor-l-naftol (Merck)
Metanol anhidro

60 mg

20 mi

Conservar en frasco color topacio a 4°C

-Líquido de Hoyer (para el montaje de los flebótomos)

50 g

30 g

200 g

20 g

Agua destilada . .

Goma arábiga ....

Hidrato de doral

Glicerina .......

Mezclar los ingredientes a temperatura ambiente y en el
orden indicado hasta su total disolución.

Filtrar para eliminar los restos insolubles.
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ANEXO 6.

Pruebas estadísticas utilizadas

-Comparación de proporciones

Prueba de conformidad de x2

Comparación de porcentajes

-Pruebas no paramétricas

Prueba "T" de Wilcoxon (comparación de tendencia

central en dos muestras con datos apareados).

Coeficiente T de concordancia de Kendall

Estas pruebas se ha realizado con ayuda def tul paquete

estadístico SPSS/Pc-f \A3.^

-Cálculo de la TGM (inversa de la media geométrica de los
títulos de anticuerpos)

TGM: antilog de X f(logx)

n

x: denominador del título

f: n° de sueros de cada título


