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RESUMEN

Se investiga la presencia de anticuerpos anti-
Leúhmania mediante una técnica de «Dot-
ELISA» en 1.328 muestras de sangre
procedentes de 902 perros de la comarca del
Priorat (Cataluña), importante foco de
leishmaniosis canina. El umbral de positividad
para la mencionada técnica (11800) se establece
a partir de los datos obtenidos al realizar en
paralelo cultivo y serología.
Los resultados serológicos obtenidos permiten
observar una tasa de prevalencia de la infección
de 10,2 %. Tan sólo el 49,8 % de los sueros
estudiados son totalmente negativos. Al 40 %
restante se le detecta anticuerpos anti-
Leúhmania a títulos inferiores al umbral
establecido cuyo posible significado se discute.
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SUMMARY

The presence of anti-Leishmania antibodies is
studied in 1328 blood samples from 902 dogs
from the Priorat region (Cata/onia), an
important focus of canine leúhmaniosú, by a
Dot-ELISA technique. The cut-off (1/800) is
establúhed through the data obtained by
serology and culture in parallel.
The prevalence of seropositives observed was
10,2 %. Only 49,8 % of sera were completely
negative. The remaining 40 % had anti-
Leishmania antibodies at titres below the cut-
off, the possible signijicance of which is
dúcused.
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La leishrnaniosis canina es una enfermedad pre-
sente con elevada prevalencia en nuestro entorno.
Estudios realizados durante los últimos años en dis-
tintos puntos de la geografía catalana han mos-
trado que los índices de seroprevalencia son muy
diversos en las distintas zorras'? y 13). Ello es com-
prensible si tenemos en cuenta que las leishma-
niosis evolucionan en focos naturales, limitados
geográfica y climatológicamente, donde Leishma-
nia es capaz de circular gracias a la presencia de
los elementos necesarios para seguir su ciclo bio-
lógico, el vector (Phlebotomus sp.) y el reservorio
(cánidos).
En nuestras latitudes, el perro es considerado

el reservorio principal del parásito, a pesar de que
otros animales pueden también, ocasionalmente,
hallarse parasitados por Leishmania (zorros, ra-
tas)(7· 10 y 14). El hombre se considera que entra en
la cadena epidemiológica de modo accidental.
El diagnóstico serológico de la leishmaniosis ca-

nina es en la actualidad una importante herra-
mienta:
a) en estudios epidemiológicos, para valorar el al-
cance de la enzootía canina, en los que se necesi-
ta de técnicas de cribado de ejecución sencilla.
b) en clínica veterinaria, dada la notable diversi-
dad en el cuadro clínico que presentan los anima-
les leishmaniósicos, la poca sensibilidad de las téc-
nicas de examen directo y la dificultad de realizar
técnicas de cultivo en la mayor parte de las con-
sultas veterinarias.
Al igual que para la mayoría de enfermedades

infecciosas, las pruebas serológicas para el diagnós-
tico de una leishmaniosis pueden dar lugar a fal-
sas interpretaciones, debidas tanto a respuestas hu-
morales anormales del hospedador como a proble-
mas inherentes al método serológico que se está
empleando, intrínsecos de la técnica o derivados
de los reactivos utilizados (antígeno, conjugado,
substrato, etc).
En este trabajo se exponen los resultados sero-

lógicos obtenidos en el transcurso de las encuestas
caninas realizadas en la comarca del Priorat (Ta-
rragona), importante foco de leishmaniosis cani-
na, y su valoración dentro de su contexto clínico-
epidemiológico.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Se han estudiado 902 perros, entre los años
1987-1990, que procedían de 26 localidades de la
comarca del Priorat (Tarragona).
Las extracciones de sangre se realizaron en el

transcurso de las campañas de vacunación anti-
rábica, que se efectúan habitualmente en prima-
vera y principios de verano. Se tomó muestra de
todos los animales que acudieron a la misma con
excepción de los nacidos durante el invierno o de
aquellos otros para los que el dueño no autorizó
la extracción.
Ello ha supuesto el análisis serológico de 1.328

muestras de sangre, ya que de algunos animales
se realizaron diversos controles en el tiempo para
seguir su evolución. Las muestras de sangre se re-
cogieron sobre papel de filtro (Whatman 3) por
la facilidad que representa tanto para la toma de
muestra, como para su posterior traslado y alma-
cenaje, siendo los resultados totalmente compa-
rables a los obtenidos con muestras de suero'? y 16).

Paralelamente a la toma de muestras se realizó
un examen clínico, visual, del animal, anotando
en la ficha correspondiente, junto a los datos de
filiación, las observaciones patológicas realizadas
(lesiones cutáneas, descamación, pérdida de pelo,
conjuntivitis, onicogriposis, delgadez, etc) o aque-
llos que relataba el dueño (astenía, anorexia, etc).
En base a dichos datos, y siguiendo el criterio
de Mancianti y col(9) se agruparon los animales
en asintomáticos, oligosintomáticos y sintomáti-
cos.
La prueba serológica utilizada ha sido el «Dot-

ELISA», descrito y estandarizado inicialmente por
Pappas y col(12)para el diagnóstico de la leishma-
niosis visceral en el Viejo Mundo. Es una técnica
inmunoenzimática, de lectura visual, que precisa
pequeños volúmenes de antígeno fijados sobre una
membrana de nitrocelulosa y un substrato cromo-
génico precipitable. La técnica ha sido objeto de
diversas modificaciones por nuestra parte y adap-
tada al estudio del reservorio canino utilizando
como antígeno una suspensión de promastigotes
de la cepa de L. infantum autóctona, aislada en
perro, MCAN/ES/84/BCN-3 ZMüN-1 y como
conjugado la Proteína-A unida al enzima peroxi-
dasa, capaz de unirse con gran afinidad a las in-
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• Fijación del amígeno a la nitrocelulosa.
Gotas de I ui de una suspensión de prornastigores a una
concentración de 108/ml en PBS (tampón fosfato pH: 7,2)

formol 1,5 %.
• Bloqueo de la placa con TS (Tris-salino pH: 7,6)-leche
descremada 5 %. (Las membranas sensibilizadas pueden

guardarse congeladas a-40° C).
• Incubación de la muestra (suero o sangre eluida) a las
diluciones de trabajo 11100, 11200, ... en TST (Tnssalino-

Tween 20 al 0,05 %)-leche descremada I %. 30 min a
37° C. Tres lavados de la membrana en TST, un lavado en

TS.
• Incubación del conjugado-Proteína A-peroxidasa (Sigma)
al1l2000 en TST-leche descremada i %.30 min a 37° C.
Tres lavados en TST y un lavado en TS.

• Revelada con 4 cloro-l-riafrol (Merck).

Tabla I. Pauta de trabajo para la técnica «Dot-ELISA»
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Gráfica l. Placa .Doc-ELISA. revelada.

munoglobulinas de tipo IgG del perro'!". (Tabla
I, Gráfica 1).
El diagnóstico etiológico se ha realizado, general-
mente, en animales con títulos elevados de anti-
cuerpos o con sinromarología sospechosa, para con-
firmar la parasitación. Se ha basado en el examen
directo y en el cultivo, en medio NNN, de mues-
tras tomadas de ganglio poplíteo.
La prevalencia de la enfermedad en la comarca se
ha calculado teniendo en cuenta los resultados se-
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rológicos hallados durante los años 1988-1989-1990
(1.169 sueros estudiados), donde se engloban la
mayor parte de los animales estudiados, ya que se
acepta que los focos de leishmaniosis canina per-
manecen constantes durante largo tiempo'> y 8) .
-De aquellos animales en los que, por una u otra
causa, se realizó más de una determinación sero-
lógica en un mismo año tan sólo se tuvo en cuen-
ta la que dio el título más elevado. Se omitieron,
para el cálculo de la prevalencia, los 'sueros obte-
nidos de perros seleccionados en función de los re-
sultados serológicos obtenidos con anterioridad.

RESULTADOS

En la Tabla II se indica la relación existente en-
tre los tres parámetros estudiados: resultados se-
rológicos «Dot-ELISA», expresados en títulos, sin-
tomatología que presentaba el animal en el mo-
mento del análisis y resultados de los cultivos
ganglionares. La tabla resume los datos obtenidos
de cada perro, durante los diversos años, conside-
rándolos como independientes.
La frecuencia de aislamientos de Leishmania de

muestras tomadas de ganglio poplíteo se ha man-
tenido prácticamente constante a títulos >= 1/800,
oscilando alrededor del 50 % de positividad, sin
observarse incrementos importantes al aumentar
el título serológico e independientemente de la
sintomatología que presentase el animal. Destaca
el 12 % de positividad hallado en animales con
título serológico 1/400 y el porcentaje nulo de po-
sitividad hallado entre los animales con título
=< 1/200.
Por ello se ha considerado como título diagnós-

tico (título inferior que detecta una leishmaniosis
evolutiva) el título 11800, aceptando la pérdida de
un bajo número de positivos a títulos inferiores,
con especial importancia a 11400.
En la Tabla III se indican las frecuencias de los

títulos serológicos obtenidos en la comarca. Pue-
de observarse que se detecta un 10,2 % de ani-
males seropositivos con título> = 11800, que re-
presenta la prevalencia hallada en la comarca, junto
a un 40 % de animales con serologías bajas y un
49,8 % de animales seronegativos.
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Titulas Sintomatología
«Dot-ELISA" O + ++ Total

N° Cleul. N° Cieu/. N° Cieu/. N Cieu/. o/o

neg 560 0/3 39 0/1 5 O/O 604 0/4 O
1/100 247 0/5 31 0/3 8 O/O 286 0/8 O
1/200 141 0/6 28 0/5 8 0/3 177 0/14 O
1/400 59 2/5 34 0/14 12 1/6 105 3/25 12
1/800 29 1/2 32 3/12 16 4/6 77 8/20 40

1/1600 7 0/1 8 2/4 15 6/8 30 8/13 62

1/3200 3 1/1 8 2/3 8 1/4 19 4/8 50

>=1/6400 8 1/2 6 1/3 16 6/10 30 8/15 53

Totales 1.054 5/25 186 8/45 88 18/37 1.328 311107
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N°: número de perros; C/cul.: cepas de Leishmania aisladas/cultivos ganglionares realizados; O: asintornático; +: oligosintomático;

+ +: sintomático; %: frecuencia de aislamientos.
Tabla IT. Resultados serológicos «Dot-ELISA», sinromatología y resultados de los cultivos

«Dot-ELISA" (título) neg 11100 11200 11400 11800 111600 113200 >116400

N° sueros (1.169) 582 257 149 62 51 27 15 26

Frecuencia (%) 49,8 22 12,7 5,3 4,4 2,3 1,3 2,2

Tablaill. TItulas de anticuerpos anti-Leishmania obtenidos en el Priorat. Tabla de frecuencias

DISCUSIÓN

El «Dot-ELISA» se ha mostrado como una téc-
nica sensible al aceptar como título diagnóstico el
valor 1/800 (sensibilidad 90,3 %). Su especifici-
dad es totalmente comparable a la estimada para
la inmunofluorescencia indirecta (IFI), técnica am-
pliamente utilizada y estandarizada para el estu-
dio de la leishmaniosis canina y humana'? y 8), lo
cual convierte al Dot-ELISA en un instrumento
diagnóstico muy útil dada su facilidad de ejecu-
ción.
La técnica ha permitido realizar el cribado se-

rológico de un gran número de animales, que ha
puesto de manifiesto la importancia real de la en-
fermedad en la zona estudiada (seroprevalencia:
10,2 %). Destaca el bajo porcentaje de animales
sintomáticos detectado entre los animales afectos
(35 %), junto a un porcentaje elevado (65 %) de
animales oligosintomáticos y asintomáticos.
Resalta, además, el elevado porcentaje (40 %)

de animales con títulos serológicos bajos que no
alcanzan el umbral diagnóstico. Estos valores no

han sido hallados en otros lugares, donde la leish-
maniosis no es una enfermedad endémica, utili-
zando la misma técnica serológica. En efecto, en
la isla de Menorca, donde la totalidad de perros
leishmaniósicos detectados procedían de otras is-
las de las Baleares o de lugares de la Península Ibé-
rica donde la enfermedad es endémica, tan sólo
se obtuvo 1-2 % de animales con títulos que no
alcanzaban el umbral de positividad'!". Algo pa-
recido ocurre en la ciudad de Barcelona donde de
146 animales recogidos por el Servicio de Zoono-
sis Municipal tan sólo 5 dieron serología dudo-
sa(5).Debe señalarse en este caso que, aun cuan-
do el área de Barcelona constituye un importante
foco endémico de leishmaniosis, la enfermedad no
alcanza el centro urbano por no darse en él las con-
diciones ecológicas necesarias para la superviven-
cia de los flebotomos y, por lo tanto, para la trans-
misión y mantenimiento del ciclo del parásito.
Estos resultados serológicos con títulos dudosos,
poco significativos de una leishmaniosis evoluti-
va, en cambio, parecen frecuentes en los focos ac-
tivos de la enfermedad'? y2). Pueden corresponder
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a animales que se hallan en la fase prepatente de
la infección, a los infectados que desarrollan una
mala respuesta humoral, a aquellos que presen-
tan títulos de recuerdo de una leishmaniosis auto-
limitada y aquellos otros con tasas bajas de anti-
cuerpos producidos como consecuencia de inocu-
laciones repetidas de promastigotes por parte de
los flebotomos sin que lograra asentarse una in-
fección verdadera. El seguimiento temporal de di-
chos animales ha permitido comprobar que entre
un 10-20 % de ellos desarrollan una leishmanio-
sis patente y realizan una seroconversión, quedando
en los demás la tasa de anticuerpos más o menos
estable en el tiempov".
Por todo ello consideramos que la técnica sero-
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lógica descrita, «Dot-ELISA», es un instrumento
sumamente eficaz para realizar un diagnóstico rá-
pido, sencillo y específico, máxime cuando los va-
lores hallados son títulos extremos. Como en toda
técnica serológica debe, por otro lado, valorarse con
extrema cautela los títulos intermedios, en cuya
interpretación deberá tenerse siempre en cuenta
la clínica y la epidemiología.
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