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RESUMEN

El presente trabajo investiga la prevalencia y la validez de técnicas de diagndstico de la Leishmaniosis
canina causada por el protozoo Leishmania infantum, en 43 perros abandonados del dmbito periurbano de la
Regién de Murcia. Esta infeccidn, transmitida por artrépodos flebotominos, cursa en muchos animales de forma
asintomatica, en los que predomina una respuesta inmunoldgica celular sin produccién de anticuerpos frente al
pardsito. Los perros se examinaron para detectar sintomas compatibles con la enfermedad, y se tomaron mues-
tras de sangre y tejido linfoide (bazo, ganglio linfatico y médula dsea) para analizar la presencia del pardsito
por microscopia dptica y cultivo in vitro, asi como la deteccién de ADN parasitario mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y de anticuerpos anti-Leishmania en suero mediante la técnica “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay” (ELISA). El porcentaje de perros con sintomas fue del 16%, y el de resultados positi-
vos a las distintas técnicas diagndsticas fue 37% en la microscopia optica, 64% a PCR, 25% al cultivo y 40%
al ELISA. El porcentaje de muestras positivas a la PCR es similar al descrito en perros asintomadticos de otras
zonas endémicas, mientras que el de muestras positivas por microscopia dptica y ELISA fueron superiores al
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de otras zonas endémicas, incluido un estudio anterior en Murcia. Esto podria deberse a la presencia en este
estudio de perros con sintomas y al elevado tiempo dedicado a la observacion microscépica de preparaciones
de hasta tres tejidos por animal, lo que aumentaria la sensibilidad del diagnéstico. Los resultados de este trabajo
corroboran la elevada prevalencia de la Leishmaniosis en el dmbito periurbano de la Regién de Murcia y la
utilidad de la microscopia en el diagndstico de la infecciéon como una técnica que, si bien requiere experiencia
del observador, es sencilla y econémica.

Palabras clave: Leishmaniosis, canina, diagndstico, endémicas, asintomdticos, Murcia.

ABSTRACT

This study investigates the prevalence and validity of diagnostic techniques of Canine Leishmaniosis
(CanL), caused by the protozoan Leishmania infantum, in 43 abandoned dogs of periurban areas of Murcia
Region. This infection, transmitted by phlebotomine sandflies, is often asymptomatic in dogs, even without
antibodies production against the parasite. Dogs were examined to detect compatible symptoms. Blood and
lymphoid tissue samples were taken to analyze parasite’s presence by optical microscopy (OM) and in vitro
culture, as well as DNA detection by Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, and anti-Leishmania
antibodies detection in serum with Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) technique. The percentage
of symptomatic dogs was 16%, and positive results at the different diagnostic techniques were 37% at OM, 64%
at PCR, 25% at culture and 40% at ELISA. The percentage of positive-PCR samples is similar to that described
in asymptomatic dogs in endemic areas whereas OM and ELISA results are substantially higher than other
studies in endemic areas, including a previous study in Murcia. The reasons of these results may be explained
by the presence of symptomatic dogs in this study and the long time dedicated to OM impronts of up to three
different tissues per animal, which raised diagnostic sensitivity. These results confirm the high prevalence of
CanL in periurban areas of Murcia Region and the good sensitivity of optical microscopy in CanL diagnosis in
the hands of an experienced observer.
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INTRODUCCION lisis del mismo y el pardsito colonizard otros

macréfagos. El pardsito abunda en tejido lin-

La Leishmaniosis canina (LC) es una en-
fermedad con una elevada tasa de mortalidad,
causada por el protozoo Leishmania infantum
en la Cuenca Mediterrdnea. Aunque otros ma-
miferos, incluido el hombre, pueden actuar
como reservorio del pardsito, el perro es el hos-
pedador principal y mds sensible a la infecciéon
(Gramiccia y Gradoni, 2005). Este protozoo
se transmite casi exclusivamente mediante la
picadura de un flebotomo, diptero que alberga
la forma promastigote del pardsito y la inocula
en los tejidos del hospedador. Una vez que el
sistema mononuclear fagocitico lo detecta, se
encarga de captar los promastigotes, que en su
interior pasardn a forma amastigote y se mul-
tiplicardn. De esta forma, cuando el macréfago
esté cargado de amastigotes, se producird la

fohematopoyético, como el bazo, los nddulos
linfaticos (NL) y la médula 6sea (MO), por lo
que es el ideal de cara al diagnéstico etioldgico
de la infeccion. En la LC, la infeccién no im-
plica necesariamente presencia de enfermedad
(Solano-Gallego y Baneth, 2008; Solano-Ga-
llego et al, 2001). Asi, la prevalencia de infec-
cion es elevada, alcanzando en zonas endémi-
cas como Murcia hasta un 67% (Chitimia et al,
2011), pero solo algunos animales desarrollan
la enfermedad, cuando hay un predominio de
la respuesta inmune humoral frente a la celular.
Como consecuencia, se produce el depdsito de
complejos antigeno-anticuerpo en capilares de
la piel y 6rganos internos, ocasionando un am-
plio espectro de lesiones y sintomas (Francino
et al, 2006). La deteccidon de niveles elevados
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de anticuerpos tiene gran utilidad diagndstica
y prondstica (Miré et al, 2008). La prevalen-
cia de perros con anticuerpos anti-Leishmania
(seroprevalencia) en zonas endémicas se sitda
en el entorno del 10-25% (Solano-Gallego et
al, 2001).

Existen diversas técnicas para detectar la
presencia del pardsito o de los anticuerpos
frente a él. Entre las mds empleadas figuran la
observacién microscopica directa del pardsito
en improntas de tejidos o cultivos in vitro,
las técnicas moleculares como la PCR, o las
serologicas como ELISA o Inmunofluores-
cencia Indirecta (IFI). Sin embargo, la sensi-
bilidad y especificidad que diversos estudios
asocian a cada una de estas técnicas varia
segun los autores. Algunas de las técnicas di-
rectas para la confirmacién parasitolégica en
perros asintomadticos, como el cultivo in vitro
y la observacién microscépica de improntas
de tejido, presentan bajas sensibilidades (Al-
var et al, 2004; Risuefo et al, 2012). Por otro
lado, técnicas mas sensibles como la PCR
tienen el inconveniente de su elevado coste,
y las pruebas seroldgicas carecen de estanda-
rizacioén entre distintos laboratorios y pueden
llevar a falsos resultados positivos o negativos
(Gramiccia, 2011).

La Region de Murcia es una zona endémi-
ca de LC, y estudios realizados hace casi una
década estimaron en un 67% la prevalencia
de PCR-positivos en perros sin sintomas de
enfermedad. De ellos, solamente un 7% fue se-
ropositivo a la técnica ELISA (Chitimia et al,
2011) y solo en el 1% se demostré la presencia
de amastigotes en macréfagos de improntas de
bazo (Risuefio et al, 2012). El objetivo de este
trabajo es actualizar la situacién epidemiol6-
gica de la LC en éste colectivo, analizando
la prevalencia de infecciones asintomadticas y
sintomdticas y comparando la validez de di-
ferentes técnicas de diagnéstico. Se hizo un
especial énfasis en analizar la utilidad de la
microscopia Optica como herramienta de uso
clinico rutinario.

MATERIALES Y METODOS
Animales y muestras

Las muestras fueron tomadas de 43 perros
callejeros entregados por sus duefios o captu-
rados por las autoridades locales en diferentes
areas periféricas de la ciudad de Murcia. Los
perros fueron eutanasiados en Centro Municipal
de Zoonosis. La toma de muestras se llevd a
cabo durante los meses de Febrero y Marzo de
2016, en colaboracién con el equipo veterinario
del Centro Municipal de Control de Zoonosis, a
razén de tres dias por semana. Para cada perro
se rellend una ficha con los datos demogréficos
y de sintomas compatibles con Leishmaniosis
tras un examen del animal previo a su euta-
nasia. Las muestras se tomaron post-mortem
incluyendo sangre en tubos de vacio sin anti-
coagulante, bazo, ganglios linfaticos popliteos y
una porcion de 4*-5% costilla a nivel de la unién
costo-condral.

Diagnéstico microscopico

Se realizaron improntas de bazo, NL y MO
de cada uno de los 43 perros, en portaobjetos
de cristal de 76 x 26 mm, que posteriormen-
te fueron tefiidas con una tincién comercial
rapida (Diff-Quick®) y fijadas con DPX y un
cubreobjetos de 24 x 50 mm. Estas preparacio-
nes se observaron en el microscopio a x400 y
x1000 aumentos durante 20 minutos cada una,
mediante ensayo “a ciegas”, desconociendo la
presencia o no de sintomas y el resultado del
resto de las técnicas.

PCR a tiempo real

Se extrajo ADN de sangre y bazo de 12 y
22 perros, respectivamente, empleando un robot
(Maxwell® 16, Promega) y se midi6 la cantidad
y pureza de ADN mediante espectrofotometria
con un Nanodrop (Thermo Scientific). Segui-
damente, se llevé a cabo la PCR a tiempo real
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con sonda TagMan para detectar secuencias de
ADN del kinetoplasto del pardsito (Mary et al,
2004). En la reaccién, se afiadieron 250 ng de
ADN de muestra y el nimero de ciclos em-
pleado incluyé 1 ciclo de desnaturalizacién de
10 minutos a 95°C seguido de 45 ciclos, cada
uno con dos pasos: uno de desnaturalizacion
de 15 segundos a 94°C y otro de cebado y ex-
tensién de 1 minuto a 55°C. Cada muestra se
realiz6 por duplicado y se empleé el ciclo um-
bral de amplificacién (“threshold cycle”: CT)
(momento en el que se observa amplificacién
en fase logaritmica) como medida semicuan-
titativa de la carga parasitaria (Chitimia et al,
2011).

Cultivo del parasito

Se llevé a cabo el cultivo in vitro para
L. infantum en las muestras de bazo, MO y
NL popliteo obtenidas de 28 perros. Se lle-
vé a cabo en menos de 2 horas tras su ob-
tencién y el cultivo se realizé en el medio
liquido “Schneider’s Drosophila comercial®”
(Biowest, Ref. L0207-500) suplementado con
10% de suero bovino fetal inactivado (SFBI)
y gentamicina (50ug/mL).

Se utilizaron placas estériles de 24 poci-
llos, que se llenaron con 1 ml del medio li-
quido. En una campana de flujo laminar, se
tomé el tejido para el cultivo del interior de
la muestra previamente lavada con etanol 70°.
Tras disgregarla con una hoja de bisturi, se
realizaron diluciones seriadas dobles y se cul-
tivaron las placas a 26 °C. Se observaron las
placas para detectar promastigotes a los 4 y
8 dias tras el cultivo, partiendo de la base de
que en muestras positivas lo normal es detectar
promastigotes tras 3-5 dias de cultivo (Marin
y Martin, 1982).

Deteccion de anticuerpos en sangre

Para la deteccién de anticuerpos se recurrié
a la técnica ELISA, empleando el Kit comer-

cial Ingezim Leishmania ® de INGENASA.
Se centrifugd la sangre de los 43 perros ana-
lizados, y el suero obtenido se emple6 a la
dilucién 1/100. La lectura de las densidades
opticas (DO) de anticuerpos se hizo con un es-
pectrofotémetro BioTek® ELx800 a 450 nm.
Tras validar el kit siguiendo las instrucciones
indicadas, se interpretaron los resultados to-
mando el valor del control positivo para deter-
minar los valores de corte o cut off positivos
y negativos.

Analisis estadistico y epidemiolégico

Se calculé el porcentaje de positivos (pre-
valencia) a las distintas técnicas ELISA, PCR,
microscopia optica y cultivo. Se definié como
perros enfermos aquellos con sintomas o que,
aun no teniendo sintomas, presentaban densi-
dades 6pticas de anticuerpos elevadas, mayo-
res de 0,95.

Se emple6 la técnica de Chi cuadrado o,
cuando fue necesario, el test de Fisher, para
comparar proporciones de perros infectados y
enfermos segun las caracteristicas demogra-
ficas. Adicionalmente, se estim¢6 el grado de
concordancia entre técnicas con el coeficiente
kappa de Cohen que tiene en cuenta el efecto
del azar (Thrusfield, 2007). El indice kappa
varfa de 0 a 1, y los valores 0-0,20, 0,21-0,40,
041-,.60, 0,61-0,80 y >0,81 indican un grado
de concordancia insignificante, medio, mode-
rado, sustancial y casi perfecto, respectiva-
mente. Asimismo, se calculé la sensibilidad
(Se) y especificidad (Es) relativa de las téc-
nicas, tomando como técnica de referencia la
PCR, definiendo la Se como el porcentaje de
positivos por la técnica analizada, entre los
animales infectados (positivos a la PCR y la
Es como el porcentaje de resultados negati-
vos entre los no-infectados (negativos a PCR)
(Thrusfield, 2007). Los analisis se realizaron
con el software libre R (http://www.r-project.
org/) y se tom6 como nivel de significancia el
5% (p<0,05) para un test de dos colas.
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RESULTADOS

Frecuencia de perros con sintomas y positi-
vos a PCR, ELISA, microscopia 6ptica y cul-
tivo parasitario, y estructura de la poblaciéon
analizada respecto a la leishmaniosis

Tras el examen clinico, se observaron sin-
tomas compatibles de Leishmaniosis en el 16%
(7/43) de los perros. La delgadez, linfadeno-
megalia, atrofia muscular, onicogrifosis, alo-
pecia en orejas y dermatitis ulcerativa fueron
los signos clinicos mds frecuentes (Tabla 1).
Por otro lado, el porcentaje de perros positivos
a las distintas técnicas de diagnéstico fue 40%
al ELISA, 64% a la PCR, 37% a microscopia
y 25% al cultivo, respectivamente (Tabla 2).
Esta prevalencia aumenta cuando se analizan
por separado los perros con sintomas, siendo
significativamente mayor que en los asinto-
maticos (p<0,05). En los primeros, el porcen-
taje de resultados positivos a las pruebas de
diagnéstico fue 100% a la PCR, ELISA y a

la microscopia en muestras de MO, y oscild
entre 83-86% para el resto de técnicas, excepto
el cultivo in vitro de tejidos individuales que
se mantuvo entre 29% en muestras de bazo y
57% en MO (Tabla 2). Por otro lado, la técnica
que detecté el mayor nimero de infecciones
entre los perros asintomdticos fue la PCR en
bazo (56%), seguido del ELISA (28%), la mi-
croscopia (11-24% segun el tejido), el cultivo
(5%); la PCR en sangre de perros asintomati-
cos resulté siempre negativa. El porcentaje de
positivos a microscopia considerando los posi-
tivos en al menos uno de dos tejidos, alcanzé
32% para la combinacién de bazo y linfonodo
(Tabla 2). Finalmente, la mediana (rango) de
la DO del ELISA en perros seropositivos in-
fectados asintomadticos fue 0,73 (0,46-2.,46),
mientras que en los perros sintomadticos fue
1,21 (0,96-2,63).

La figura 1 describe la estructura del co-
lectivo canino analizado respecto a su estado
de infeccién por L. infantum. De un 64% de
perros infectados, la prevalencia de enfermedad

Tabla 1. Frecuencia de perros con signos clinicos y sintomas
observados en animales sintomaticos.

Variable N Z)CI‘) Zr;%;
Cualquier sintoma 43 16 (5-27)
Atrofia muscular 7 43 (6-80)
Mucosas pdlidas 7 29 (0-63)
Adelgazamiento 7 67 (32-100)
Lesiones oculares 7 14 (0-40)
Onicogrifosis 7 43 (6-80)
Linfadenomegalia 7 57 (20-94)
Alopecia orejas 7 43 (6-80)
Alopecia hocico 7 14 (0-40)
Alopecia periorbital 7 29 (0-63)
Dermatitis ulcerativa 7 43 (6-80)
Dermatitis exfoliativa 7 29 (0-63)
Dermatitis pdpulo-costrosa 7 29 (0-63)
Hiperqueratosis plantar 7 14 (0-40)
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Tabla 2. Frecuencia de perros positivos a ELISA, PCR, microscopia y cultivo in vitro para
el diagnostico de Leishmaniosis canina.

Técnica Muestra % perros positivos
Todos Sintomdticos Asintomdticos
(N=43) (N=7) (N=36)
ELISA Suero 40 (17/43) 100 (717) 28 (10/36)
PCR Cualquier tejido 64 (14/22) 100 (4/4) 56 (10/18)
Bazo 64 (14/22) 100 (4/4) 56 (10/18)
Sangre 8(1/12) 100 (1/1) 0(0/11)
Microscopia Cualquier tejido 37 (16/43) 86 (6/7) 28 (10/36)
Bazo 31(13/42) 83 (5/6) 22 (8/36)
MO 25(8/32) 100 (5/5) 11 (3/27)
Linfonodo 34 (12/35) 83 (5/6) 24 (7/29)
Bazo ylo MO 39 (14/36) 100 (6/6) 27 (8/30)
Bazo ylo linfonodo 42 (16/38) 86 (6/7) 32 (10/31)
MO y/o linfonodo 45 (13/29) 100 (6/6) 30(7/23)
Cultivo Cualquier tejido 25(7/28) 86 (6/7) 5(1/21)
Bazo 11 (3/28) 29(2/7) 5(1/21)
Médula dsea 18 (5/28) 57 (417) 5(1/21)
Linfonodo 14 (4/28) 43 (3/7) 5(1/21)

* Algunas preparaciones no se pudieron evaluar debido a defectos de tincién o escasez de células.

Figura 1. Estructura del colectivo canino analizado respecto a su estado de
infeccién por L. infantum.

No infectados
Infectados

36% (8/22)

No enfermos
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fue 27%, incluyendo 4 perros infectados con
sintomas compatibles con Leishmaniosis y DO
>0,95 en la prueba ELISA, y otros 2 perros
sin sintomas pero que tuvieron DO >0,95 en la
prueba ELISA. Los restantes animales infecta-
dos representaron el 37% del colectivo, carac-
terizados por ser PCR positivos, asintomdticos
y con DO=<0,95.

Sensibilidad y especificidad de las técnicas

En el grupo sintomatico, todas las técnicas
mostraron una Se respecto a la PCR de 100%,
excepto el cultivo de muestras individuales que
fue 50%, 50% y 25% para MO, NL y bazo,
respectivamente (Tabla 3). Al no haber ninguna
muestra PCR negativa entre los animales con
sintomas, no se pudo calcular la Es de las prue-
bas para este grupo.

La Se en perros asintomadticos fue 50% para
el ELISA, oscil6 entre 40% y 60% para la mi-
croscopia en muestras de bazo, MO y NL, y fue
0% para el cultivo (Tabla 3). De nuevo, la Se

de la microscopia aument6 considerablemente,
a 75%, cuando se consideraron conjuntamente
los resultados de cualquiera de dos tejidos dis-
tintos (Tabla 3). Por otro lado, la Es fue 100%
para el cultivo, 88% para el ELISA y varié
para la microscopia entre 83% en muestras de
linfonodo solas o consideradas conjuntamente
con bazo y MO, y 100% en las de bazo y MO
(Tabla 3).

Nivel de concordancia entre técnicas

La tabla 4 muestra los coeficientes de con-
cordancia kappa para medir el grado de con-
cordancia entre las distintas técnicas en perros
asintomdticos. Kappa fue 0% entre la PCR y el
cultivo, oscil6 entre 0,28 y 0,36 para el ELISA
y las demds técnicas y fue 0,46 para la mi-
croscopia con el cultivo y con la PCR. En la
escala de valoraciéon de dicho indice descrita
anteriormente, el grado de concordancia de los
indices anteriores fue nulo, medio y moderado,
respectivamente.

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de la técnica ELISA, la microscopia y el cultivo en
el diagnéstico de la Leishmaniosis canina con respecto a la técnica de PCR, en perros
sintomaticos y asintomaticos.

Técnica Muestra Sintomdticos (N=7) Asintomdticos (N=36)
N Sensibilidad Especificidad N  Sensibilidad  Especificidad
(%) (%) (%) (%)
ELISA Suero 4 100 - 18 50 88
Microscopia  Todos los tejidos 4 100 - 18 60 88
Bazo 3 100 - 18 60 100
Médula osea 3 100 - 13 40 100
Linfonodo 3 100 - 12 50 83
Bazoy MO 4 100 - 16 75 100
Bazo y linfonodo 4 100 - 14 75 83
MO y linfonodo 4 100 - 10 75 83
Cultivo Todos los tejidos 4 100 - 7 0 100
Bazo 4 25 - 7 0 100
Medula dsea 4 50 - 7 0 100
Linfonodo 4 50 - 7 0 100
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Tabla 4. Coeficiente kappa de concordancia entre técnicas en perros
con leishmaniosis asintomatica

Técnica ELISA PCR Microscopia Cultivo
ELISA 1 Medio Medio Medio
PCR 0,36 1 Moderado Nulo
Microscopia 0,31 0,46 1 Moderado
Cultivo 0,28 0 0,46 1

Relacién entre las variables demograficas y
el estado de infeccion y enfermedad por L. in-
Jfantum de los perros

El porcentaje de perros enfermos se asocid
significativamente a la raza, siendo las razas
puras mds susceptibles a desarrollar LC que los
perros mestizos (p=0,040) (Tabla 5). Ademads,
aunque no fueron estadisticamente significati-
vos, los porcentajes de perros enfermos y de pe-
rros infectados fueron mayores entre los aban-
donados que entre los entregados por el duefio

(p=0,336 y p=0,314, respectivamente). No se
observé relacién entre la infeccion y el resto de
variables demograficas (Tabla 5).

DISCUSION

El presente estudio aporta informacioén ac-
tualizada de la situacién epidemioldgica de la
LC en el colectivo de perros del drea periurbana
de Murcia que fueron abandonados o entrega-
dos por sus duefios. Se confirma la elevada pre-
valencia de perros infectados PCR-positivos y

Tabla 5. Porcentaje de perros enfermos (sintomas o0 DO ELISA>0,95) e infectados (PCR+)
segun las variables demograficas de los animales.

% enfermos

% infectados

Variable  Nivel N (IC 95%) Valor P N (IC 95%) Valor P
Sexo Hembra 18 28 (7-49) 1.000 8 75 (45-100) 0,706
Macho 25 24 (7-41) 14 57 (31-83)

Origen Abandonado 16 38 (14-62) 0,336 8 75 (45-100) 0,314
Entregado 22 18 (2-34) 10 40 (10-70)

Raza Mestizo 25 12 (0-25) 0,040 14 57(31-83) 0,706
Puro 18 44 (21-67) 75 (45-100)

Alzada Grande 20 35 (14-56) 0,414 56 (24-88) 0,363
Mediano 18 17 (0-34) 10 60 (30-90)
Pequerio 5 20 (0-55) 3 100 (100-100)

Edad 1-3 24 25(8-42) 0,923 13 54 (27-81) 0,320
4-5 10 30 (2-58) 67 (29-100)
>6 9 22 (0-49) 100 (100-100)
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que s6lo una parte comparativamente pequefia
presenta signos de enfermedad (Chitimia et al,
2011; Risuefio et al, 2012). Los resultados del
presente estudio difieren de los anteriores en
cuanto a que tanto la seroprevalencia como el
porcentaje de positivos por microscopia fueron
significativamente superiores.

No estd claro por qué el porcentaje de pe-
rros positivos a la microscopia fue superior al
del estudio de Risuefio et al. (2012). En el pre-
sente estudio se emplearon improntas de hasta
tres tejidos diferentes por animal, observadas
durante veinte minutos cada una, y en general
la calidad de las preparaciones fue muy bue-
na. También un 16% de los perros analizados
presentd sintomas y en estos animales la car-
ga parasitaria en 6rganos es mds elevada que
en perros asintomdticos (Saridomichelakis et
al, 2005; Solano-Gallego et al, 2011). La fre-
cuencia de sintomas hallada en este estudio es
similar a la denunciada en otros trabajos en
Espafia y otros paises (Ruiz de Ybafiez et al,
2009; Solano-Gallego et al, 2001; Otranto et
al, 2009).

También los perros con sintomas tienen
una alta probabilidad de ser seropositivos y
todos los sintomdticos de este estudio tuvieron
elevadas DO de anticuerpos. La sensibilidad
de la serologia fue similar a la de la PCR en
perros con signos clinicos, aunque muy infe-
rior en los asintomaticos. Como se ha sefialado
anteriormente, en los perros infectados que no
enferman predomina la respuesta inmunolégi-
ca de caracter celular frente a la humoral (Ba-
neth et al, 2008).

La técnica menos sensible fue el cultivo de
tejido, especialmente en los perros subclinicos.
Se trata de una técnica compleja de realizar, y
el empleo de medios de cultivo liquidos frente
al medio s6lido NNN especifico de Leishma-
nia reduce su éxito (Gramiccia, 2011). Entre
las muestras que se cultivaron, el mayor por-
centaje de positivos en perros sintomadticos fue
56% en médula dsea. El cultivo celular estarfa
particularmente indicado para el aislamiento

de cepas de Leishmania y su posterior empleo
por ejemplo en el dmbito de la epidemiologia
molecular (Schonian et al., 2011; Cortes et al,
2006).

Los resultados de este estudio tienen im-
portantes implicaciones clinicas y epidemio-
l6gicas. El elevado porcentaje de positivos a
microscopia demuestra que, en manos de un
analista experimentado que emplee mds de una
muestra y le dedique el tiempo suficiente a
cada muestra, es una herramienta que permi-
te detectar tanto animales sintomaticos como
aquellos que no presentan sintomas pero que
ya estan infectados, por lo que podrian desa-
rrollarlos en un futuro préximo. En este dltimo
colectivo serfa conveniente vigilar su evolu-
cidén, para que en el caso de que comenzara a
manifestarse el cuadro clinico, el animal pu-
diera beneficiarse de un tratamiento precoz.
Desde el punto de vista epidemiolégico, la ele-
vada prevalencia de infeccién observada insta
a mejorar el control de la infeccidn, pues se ha
demostrado que los animales infectados, con o
sin sintomas, tienen la capacidad de transmitir
el patégeno al vector (Molina et al, 1994). Esta
tarea es compleja y se basa en el empleo para-
lelo de diversas medidas incluida la aplicacién
de productos repelentes frente a insectos y el
tratamiento o sacrificio de animales con sin-
tomas, colectivo que supone la mayor fuente
de infeccién debido a su mayor capacidad de
transmision del pardsito.

CONCLUSIONES

1. La prevalencia de la infeccién por Leis-
hmania en el ambito periurbano de
Murcia analizada por PCR es elevada,
aunque la mayoria de los animales no
presentan sintomas externos.

2. La microscopia dptica puede llegar a te-
ner una utilidad diagndstica considerable
si se emplea mds de un tejido por animal
y se le dedica el tiempo suficiente a cada
preparacion.
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3. El aislamiento de Leishmania mediante
cultivo es complejo y poco eficaz, por lo
que no resulta practico para el diagnésti-
co clinico rutinario.
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