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RESUMEN 

La leishmaniosis canina (Lcan) es una enfermedad parasitaria zoonótica 

transmitida por vectores. Es endémica en 50 países, afectando sobre todo a las 

regiones de la Cuenca Mediterránea y a Brasil. La Lcan está causada por al menos 

12 especies de protozoos del género Leishmania, aunque el principal agente 

etiológico es L. infantum (sinónimo: L. chagasi). La leishmaniosis canina y la 

humana están estrechamente relacionadas, ya que el perro es el principal 

reservorio de L. infantum, causante de la leishmaniosis visceral zoonótica. Por lo 

tanto, el diagnóstico precoz de la enfermedad en el perro es de vital importancia 

como estrategia de control.  

En la actualidad, el diagnóstico de la Lcan está basado en la combinación de 

datos clínicos y biopatológicos junto con análisis inmunológicos y parasitológicos. 

En concreto, la técnica parasitológica PCR a tiempo real (qPCR) se considera el 

método de referencia para el diagnóstico molecular de la Lcan, debido a que 

proporciona resultados reproducibles, sensibles y específicos.  

Existe una gran controversia en cuanto a la elección de la mejor muestra para 

realizar el diagnóstico molecular de la Lcan mediante qPCR. Debido a que la 

mayoría de las muestras utilizadas habitualmente para este tipo de diagnóstico 

(bazo, ganglio linfático, médula ósea, piel y sangre) se obtienen de manera 

invasiva y cruenta, causando estrés al animal y rechazo por parte de los 

propietarios, en la actualidad la utilización de muestras no invasivas está 

cobrando cada vez mayor importancia. Sin embargo, existen pocos estudios 

enfocados al análisis de este tipo de muestras.  

Por otra parte, se han descrito distintas propiedades que presenta la piel 

relacionadas con la leishmaniosis, destacando la eliminación transepidérmica de 
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parásitos del género Leishmania, tanto en leishmaniosis visceral como en cutánea. 

Además, se ha demostrado ampliamente que los perros con leishmaniosis 

presentan elevadas cargas parasitarias en la piel. 

Teniendo en cuenta ambas premisas, el propósito de este trabajo fue el estudio 

mediante análisis moleculares de muestras anejas a la piel obtenidas de forma 

no invasiva, procedentes de distintas especies animales y su posible aplicación 

en el diagnóstico de los diferentes tipos de leishmaniosis. Por ello se plantearon 

distintos objetivos: la evaluación del pelo, cerumen y queratinocitos epidérmicos 

de una población de perros con leishmaniosis adquirida de forma natural, el 

estudio del pelo de diversas especies de animales silvestres y el análisis del pelo 

de ratones infectados experimentalmente con la especie de tropismo cutáneo 

Leishmania major, todo ello utilizando el método molecular qPCR.  

Mediante la realización de este estudio se ha detectado y cuantificado por 

primera vez ADN del kinetoplasto (ADNk) de L. infantum en el pelo, cerumen y 

queratinocitos epidérmicos de perros con leishmaniosis, así como en el pelo de 

diversas especies de mamíferos silvestres. También se ha determinado la 

cronología de la incorporación del ADNk de L. major al pelo en el modelo ratón 

BALB/c durante el curso de una infección experimental.  

El presente trabajo ha realizado una nueva aportación al diagnóstico molecular 

de la leishmaniosis mediante el desarrollo de métodos fiables y precisos 

empleando muestras no invasivas, aplicables en estudios epidemiológicos e 

infecciones experimentales. La utilización de muestras no invasivas supone una 

serie de ventajas, ya que no necesitan condiciones especiales de almacenaje o 

transporte y además su obtención es fácil, rápida y no produce ningún daño a 

los animales. 
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ABSTRACT 

Canine leishmaniosis (CanL) is a parasitic zoonotic vector-borne disease. It is 

endemic in 50 countries, affecting two major regions: the Mediterranean Basin 

and Brazil. CanL is caused by at least 12 species of protozoa of the genus 

Leishmania, although the main etiological agent is L. infantum (synonym: L. 

chagasi). Canine and human leishmaniosis are closely related, since dogs are the 

main reservoir of L. infantum, which causes zoonotic visceral leishmaniosis. Thus, 

early diagnosis of the canine disease is crucial as a control strategy. 

Nowadays, the diagnosis of CanL is based on the combination of clinical and 

biopathological data along with immunological and parasitological analyses. In 

particular, the parasitological technique Real Time PCR (qPCR) is considered the 

reference method for the molecular diagnosis of CanL, due to its accuracy, 

sensitivity and specificity. 

There is controversy about which is the best sample for the molecular diagnosis 

of CanL by qPCR analysis. Despite the most common used samples for this 

purpose (spleen, lymph node, bone marrow, skin and blood) are obtained by 

invasive and harmful ways causing stress to the animals and owners’ reluctance, 

the use of non-invasive samples is currently becoming more important. However, 

there are few studies focused on the analysis of this kind of samples. 

On the other hand, different skin properties related to leishmaniosis have been 

described, emphasizing the transepidermal elimination of parasites of the genus 

Leishmania in both visceral and cutaneous leishmaniosis. Moreover, it has also 

been widely demonstrated that dogs with leishmaniosis can harbour high 

parasitic loads on the skin.  
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Taking all of these into account, the purpose of this thesis was the study of skin 

annexes samples obtained from different animal species by non-invasive ways 

using molecular analysis and the possible applications in the diagnosis of the 

different forms of leishmaniosis.   

Thus, the objectives of the work were, using the molecular method qPCR: to 

evaluate hair, cerumen and epidermal keratinocytes from a population of dogs 

with leishmaniosis naturally infected, to study hair from different wild animals and 

to analyze hair from mice experimentally infected with Leishmania major 

(cutaneous leishmaniosis model).   

The results obtained in this study show the first detection of L. infantum 

kinetoplast DNA (kDNA) in hair, cerumen and epidermal keratinocytes of dogs 

with leishmaniosis and in hair from different wild animals. It has been also 

determined the chronology of the appearance of L. major kDNA to the hair in 

the murine model BALB/c during a follow up period of infection. 

The present work has made a new contribution to the molecular diagnosis of 

leishmaniosis by developing reliable and accurate methods using non-invasive 

samples, which can be applied in epidemiological studies and experimental 

infections. The use of non-invasive samples has many advantages, since they do 

not need special storage or transport conditions, and the sampling is fast, easy 

and harmless to animals. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Historia de la leishmaniosis 

En esta breve reseña histórica se van a describir las primeras referencias a las 

distintas formas de leishmaniosis presentes en el Viejo y Nuevo Mundo, así como 

en España, aludiendo al descubrimiento del agente causal de cada una de ellas. 

Viejo Mundo 

La leishmaniosis cutánea (LC) del Viejo Mundo, también conocida como “Botón 

de Oriente”, es una enfermedad muy antigua caracterizada por lesiones 

consistentes en nódulos o pápulas en cuyo centro se forma una costra que al 

desprenderse deja una úlcera (OMS, 2010). Las primeras descripciones de estas 

lesiones datan del siglo VII a.C., encontradas en Mesopotamia en la biblioteca del 

Rey Ashurbanipal. Así mismo, médicos árabes del siglo X incluyendo a Avicena, 

describieron este tipo de lesiones en lugares como Afganistán, Bagdad (Irak) y 

Jericó (Palestina) (Cox, 2002). Por último, Alexander Russell en 1756 tras examinar 

a un paciente turco nombró a la enfermedad como “Botón de Aleppo”, sin 

conocer aún la causa que la producía (Bari, 2006). 

Existe una gran controversia acerca de a quién se le atribuye el descubrimiento 

del agente causal de esta enfermedad. Aunque suele adjudicarse a James Homer 

Wright en 1903 (Cox, 2002), otros autores antes que él describieron estructuras 

que podrían corresponderse con parásitos del género Leishmania.   

David Cunningham en 1885 examinó una muestra procedente de una lesión 

llamada “Botón de Delhi”, encontrando unos cuerpos nucleoides a los que 

erróneamente asignó un origen fúngico (Bari, 2006). 



INTRODUCCIÓN 

 

 
14 

P.F. Borowsky en 1898 indicó que los agentes causales de estas lesiones eran 

protozoos, aunque no asignó ningún nombre a su hallazgo (Bari, 2006). 

La leishmaniosis visceral (LV) del Viejo Mundo, también conocida como “Kala-

Azar” o “Fiebre Negra”, produce fiebre, anorexia y esplenomegalia. El primer dato 

conocido de esta enfermedad se remonta al año 1824 en Jessore (India). Entre 

los años 1862 y 1870 la LV fue considerada una epidemia, ya que se diseminó por 

gran parte de la India (Cox, 2002). Los médicos de la época observaron que las 

personas más afectadas eran aquéllas que vivían en casas de barro. Al principio 

se pensó que la enfermedad era producida por ancylostomátidos e incluso se 

propuso que era una forma virulenta de malaria (Chattopadhyaya, 2011). El 

agente causal del Kala-Azar fue descubierto simultáneamente en el año 1900 por 

dos eminentes científicos: Leishman y Donovan. 

William Boog Leishman (Figura 1) realizó la autopsia de un soldado procedente 

de Dum Dum (Calcuta, India) que presentaba fiebre, anemia y esplenomegalia. 

Tras estudiar un fragmento del bazo realizando un frotis y observando el 

contenido al microscopio, Leishman encontró numerosas formas ovales en el 

interior de los macrófagos, concluyendo erróneamente que esas estructuras 

correspondían a trypanosomas degenerados (Bailey y Bishop, 1959; 

Chattopadhyaya, 2011).  

Charles Donovan (Figura 2) también observó las formas descritas por Leishman 

en biopsias esplénicas obtenidas in vivo de pacientes con síntomas de Kala-Azar. 

Donovan concluyó que la presencia de estas estructuras en tejido vivo indicaba 

que no podían tratarse de parásitos degenerados del género Trypanosoma, sino 

de otros organismos (Bailey y Bishop, 1959; Molyneux y Ashford, 1983).  
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Figura 1: William B. Leishman Figura 2: Charles Donovan 

 

 

  

 

 

  

Las observaciones de Leishman y Donovan fueron publicadas prácticamente a la 

vez en el año 1903, por lo que existió una gran controversia sobre a quién se le 

debía acreditar el descubrimiento del agente causal del Kala-Azar. Finalmente, 

en ese mismo año, un respetado médico de la época llamado Sir Ronald Ross 

nombró a las formas encontradas “cuerpos de Leishman-Donovan” con la 

designación taxonómica de Leishmania donovani (Bailey y Bishop, 1959; 

Chattopadhyaya, 2011), adjudicando el novedoso hallazgo a ambos científicos. 

Nuevo Mundo 

La LC del Nuevo Mundo se caracteriza por producir lesiones maculares o 

papulares que se ulceran y se extienden formando lesiones crateriformes 

ovaladas y desfigurativas (OMS, 2010). Esta enfermedad ha estado presente 

desde la época precolombina, demostrado por la existencia de vasijas de 

cerámica con forma humana (llamadas “huacos”) que mostraban lesiones 

deformantes, especialmente en nariz y labio superior, procedentes de esta 

época (Oumeish, 1999; Bari, 2006). Además, textos recogidos en los siglos XV-

XVI y durante la colonización española describen la presencia de úlceras en la 

piel de agricultores que procedían de los Andes (Oumeish, 1999). 
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En un principio se pensó que el agente causal de la leishmaniosis cutánea en el 

Nuevo Mundo era el mismo que producía la enfermedad del Viejo Mundo, sin 

embargo, Gaspar Vianna en 1911 observó que se trataba de una nueva especie, 

a la que llamó Leishmania braziliensis (Cox, 2002). 

España 

El primer caso español de Kala-Azar fue diagnosticado en Tortosa (Tarragona) 

en 1912 por el doctor Gustavo Pittaluga (Figura 3), quién observó parásitos del 

género Leishmania en una muestra de bazo de un 

paciente sospechoso. Posteriormente, en 1925 ya se 

habían confirmado mediante punción esplénica 

más de 300 casos de la enfermedad (Botet y Portús, 

1993). En cuanto al Botón de Oriente, fue descrito 

simultáneamente por Camacho Alejandre y 

Fernández Martínez en la costa occidental de 

Andalucía en 1914.  

Investigaciones posteriores concluyeron que ambas enfermedades eran 

frecuentes y afectaban a gran parte del país, siendo conocidas como “bazo de 

leche” o “mal de melsa” (Kala-Azar) y “llunari” (Botón de Oriente), antes de que 

se estableciese el agente causante de ambas (Botet y Portús, 1993).   

Por último, destacar que el primer caso de leishmaniosis canina en España fue 

descrito en 1914 también por el doctor Pittaluga en la comarca de Tortosa (Botet 

y Portús, 1993). 

 

 

Figura 3: Gustavo Pittaluga 
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1.2. Taxonomía del género Leishmania 

Desde la primera descripción del género Leishmania en 1903 (Bailey y Bishop, 

1959), el número de especies que lo componen ha ido variando a lo largo de los 

años.   

Se han realizado numerosas clasificaciones del género, basadas sobre todo en 

criterios clínicos, biológicos, geográficos y epidemiológicos y más tarde en datos 

bioquímicos (Schönian et al., 2010).  

Entre 1916 y 1961 la clasificación vigente era de tipo linneana, basada únicamente 

en caracteres extrínsecos (Akhoundi et al., 2016).   

Más tarde, Lainson y Shaw en 1987 utilizando electroforesis de enzimas dividieron 

el género Leishmania en dos subgéneros: L. (Leishmania), presente en el Viejo y 

Nuevo Mundo, y L. (Viannia), presente sólo en el Nuevo Mundo (Schönian et al., 

2010). Esta clasificación fue revisada y completada por Rioux et al., en el año 1990.  

Más tarde, Cupolillo et al., en el año 2000 propusieron otra clasificación según 

datos moleculares, dividiendo a las especies de Leishmania en dos grandes 

secciones: la sección Euleishmania, que comprende los subgéneros Leishmania, 

Viannia y Sauroleishmania (cada uno de ellos engloba un complejo de especies), 

y la sección Paraleishmania.  

Debido a que el número de especies de Leishmania que se han descrito a lo 

largo de los años no deja de crecer, la taxonomía del género debe ser revisada 

con regularidad (Fernández-Cotrina, 2016). 

A continuación se detalla la taxonomía del género Leishmania de acuerdo a la 

última clasificación propuesta (Akhoundi et al., 2016):  
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Reino Protozoa (Goldfuss, 1818) 

Clase Kinetoplastea (Honigberg, 1963) 

Subclase Metakinetoplastina (Vickerman, 2004) 

Orden Trypanosomatida (Kent, 1880) 

Familia Trypanosomatidae (Döflein, 1901) 

Subfamilia Leishmaniinae (Maslov y Lukeš, 2012) 

Género Leishmania (Ross, 1903) 

 

Para concluir con el apartado de taxonomía, en las siguientes tablas se reflejan 

los distintos complejos y especies incluidos en los subgéneros Leishmania (Tabla 

1) y Viannia (Tabla 2), modificadas de Akhoundi et al., 2016: 

 

Tabla 1: Especies que componen el subgénero Leishmania (Ross, 1903). Todas estas 

especies están presentes en el Viejo Mundo, salvo L. chagasi y el complejo L. mexicana 

(marcadas con *), que se encuentran en el Nuevo Mundo. 
 

Subgénero Viannia 

Complejo 

L. braziliensis 
Complejo 

L. guyanensis 
Complejo 

L. lainsoni 

L. peruviana 
L. braziliensis 

L. panamensis 
L. shawi 

L. guyanensis 

L. naiffi 
L. linderbergi 
L. utingensis 
L. lainsoni 

Tabla 2: Especies que componen el subgénero Viannia (Lainson y Shaw, 1987), presentes 

en el Nuevo Mundo. 

Subgénero Leishmania 

Complejo 

L. tropica 

Complejo 

L. major 
Complejo 

L. donovani 
Complejo 

L. mexicana* 

L. killicki 
L. aethiopica 

L. tropica 

L. gerbilli 
L. turanica 
L. arabica 
L. major 

L. archibaldi 
L. infantum 
L. chagasi* 
L. donovani 

L. pifanoi 
L. amazonensis 

L. garnhami 
L. venezuelensis 

L. aristidesi 
L. forattinii 
L. mexicana 
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1.3. Morfología y ciclo de vida 

El ciclo de vida de los parásitos del género Leishmania (Figura 4) es de tipo 

heteroxeno, necesitando dos hospedadores para llevarse a cabo: el hospedador   

vertebrado definitivo, que desarrolla la infección y el hospedador intermediario, 

un insecto que actúa como vector. Todas las especies de Leishmania tienen como 

vector a los mosquitos hembras de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y 

Lutzomyia (Nuevo Mundo), existiendo unas 30 especies entre los dos 

géneros (Ashford, 2000). Los hospedadores vertebrados mamíferos más 

comunes son los cánidos y los roedores. 

A lo largo del ciclo los parásitos presentan dos tipos morfológicos diferenciados: 

-Promastigote: forma alargada, flagelada y móvil, localizada en el aparato 

digestivo del flebotomo (Handman, 1999).  

-Amastigote: forma intracelular aflagelada, redondeada e inmóvil. Se localiza y 

multiplica en las células del sistema mononuclear fagocítico (SMF) del 

hospedador mamífero, sobre todo en los macrófagos (Handman, 1999). 

El ciclo de vida comienza cuando un mosquito hembra pica a un hospedador 

vertebrado infectado e ingiere las formas amastigote. En el tracto digestivo del 

mosquito los amastigotes se transforman en promastigotes procíclicos, no 

infectivos pero capaces de replicarse activamente (Besteiro et al., 2007). A 

continuación tiene lugar la metaciclogénesis, proceso que consiste en la 

transformación de los promastigotes procíclicos a metaciclicos, forma infectiva 

sin capacidad de replicación (Besteiro et al., 2007). Estos promastigotes infectivos 

migran a la región bucal o probóscide del vector, desde donde son transmitidos 

al hospedador definitivo (Pimenta et al., 1992). 
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Cuando el mosquito inocula los promastigotes, el sistema inmune del vertebrado 

puede llegar a eliminar hasta el 80% de los parásitos (Lewis y Peters, 1977).  A 

pesar de ello, un porcentaje de promastigotes evade este mecanismo, pasando 

a ser fagocitados por células del SMF de la dermis y localizándose en el interior 

de los fagolisosomas.  En el macrófago la forma promastigote se transforma en 

amastigote e inactiva los mecanismos anti-Leishmania que éste produce contra 

el parásito (Bogdan y Röllinghoff, 1998). Al no ser controlados por el macrófago, 

los amastigotes se multiplican activamente por división binaria (Antoine et al., 

1990) hasta lisar las células hospedadoras. Los amastigotes invaden otros 

macrófagos, repitiendo el proceso multiplicativo para acabar diseminándose por 

todo el SMF. Por último, el ciclo se completa cuando un mosquito ingiere 

macrófagos parasitados de un hospedador vertebrado. 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 4: Ciclo de Leishmania sp. 1) los promastigotes metacíclicos son inoculados al 

vertebrado por las hembras del mosquito vector, 2) los parásitos se diferencian a 

amastigotes al ser fagocitados por los macrófagos del hospedador y 3) diseminación de 

la infección tras la lisis de los macrófagos. (Imagen cedida por el Profesor Francisco 

Serrano. Universidad de Extremadura). 
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1.4. Epidemiología 

1.4.1. Importancia de la enfermedad humana a nivel mundial 

La distribución de la leishmaniosis humana a nivel mundial se ha ido expandiendo 

a lo largo de las dos últimas décadas. Numerosos factores aumentan el riesgo 

de padecer la enfermedad, como la malnutrición, condiciones socioeconómicas 

precarias, cambios climáticos y medioambientales, inmunosupresión (infección 

conjunta con VIH, pacientes trasplantados, etc.) y la rápida urbanización de 

algunas zonas (OMS, 2015). 

Se ha comprobado que existen más de 20 especies de Leishmania que pueden 

afectar a los humanos (Desjeux, 2004). La leishmaniosis humana se considera 

endémica en 98 países, con más de 350 millones de personas en riesgo de 

padecerla. Se estima que cada año se producen entre 0,9 y 1,3 millones de 

nuevos casos y de 20.000 a 30.000 defunciones (OMS, 2010). 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), se estima que el 90% de casos 

de LV ocurren en Bangladesh, Brasil, Etiopía, India y Sudán, teniendo lugar cada 

año entre 200.000 y 400.000 nuevos casos (OMS, 2016).  

En cuanto a la LC, cada año se recogen entre 0,7 y 1,3 millones de nuevos casos, 

produciéndose al menos el 95% en América, Cuenca Mediterránea, Oriente 

Medio y Asia Central (OMS, 2010). 

Por último, los casos de leishmaniosis mucocutánea tienen lugar principalmente 

en Brasil, Perú y Bolivia (OMS, 2015).  

Recientemente la OMS ha publicado los datos correspondientes al número de 

casos de leishmaniosis registrados en el año 2014 en 25 países con alta 
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prevalencia de la enfermedad, ascendiendo a más de 185.000 casos, de los que 

el 83% corresponden a LC (OMS, 2016).  

A pesar de su alta incidencia en la especie humana, la leishmaniosis sigue siendo 

una de las enfermedades más desatendidas en todo el mundo, incluso sabiendo 

que el número de casos que ocurren en el mundo es considerablemente mayor 

que el notificado oficialmente (Alvar et al., 2012). Si tenemos en cuenta que 

únicamente en el 34% de los países endémicos la leishmaniosis es considerada 

una enfermedad de declaración obligatoria (EDO), revisar el estatus de 

endemicidad a nivel mundial aumentaría la importancia de la enfermedad y la 

implementación de estrategias para su control. 

 

1.4.2. Importancia de la enfermedad humana en España 

La vigilancia de la leishmaniosis humana en España comenzó en el año 

1982 (Amela et al., 2012), cuando fue incluida en la lista de enfermedades de 

declaración obligatoria. Sin embargo, tras la creación de la Red Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica o RENAVE, la leishmaniosis pasó a considerarse EDO 

de ámbito regional. Por ello la enfermedad solamente se declararía en las 

Comunidades Autónomas (CCAA) consideradas endémicas: Andalucía, Aragón, 

Baleares, Cantabria, Castilla-León, Cataluña, Comunidad Valenciana, 

Extremadura, Madrid, Murcia, Navarra y La Rioja (Amela et al., 2012; Suárez-

Rodríguez et al., 2012).  

Los casos de leishmaniosis humana ocurridos en España pueden consultarse 

tanto en la base de datos de la RENAVE como en el Registro de Altas 

Hospitalarias denominado Conjunto Mínimo Básico de Datos (CMBD), que 

recoge información de al menos el 98% de los hospitales públicos del país (Gil 
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Prieto et al., 2011). Estudios recientes han comparado los datos obtenidos de 

ambos registros, observándose diferencias notables en cuanto al número de 

casos de leishmaniosis recogidos (Suárez-Rodríguez et al., 2012; Herrador et al., 

2015). Así, la RENAVE registró 1.755 casos para el período 1996-2011 de las 12 

CCAA consideradas endémicas, mientras que el CMBD notificó 3442 casos 

durante los años 1997-2011 de todas las CCAA (Figura 5).  

Estas diferencias indican una importante falta de notificación de casos a la 

RENAVE (Suárez-Rodríguez et al., 2012; Herrador et al., 2015). Este hecho, unido 

al registro de casos de leishmaniosis en todas las CCAA y al incremento de los 

casos desde 2009 hasta 2012 a raíz de un brote de la enfermedad en la 

comunidad de Madrid, llevó a reconsiderar la clasificación de España como zona 

endémica de la leishmaniosis (Amela et al., 2012). Finalmente, en el año 2015 la 

leishmaniosis volvió a incluirse en la RENAVE como enfermedad de declaración 

obligatoria a nivel nacional. 

Figura 5: Número de casos de leishmaniosis notificados por el CMBD en las distintas 

comunidades autónomas de España durante los años 1997-2011, ordenados de menor a 

mayor incidencia. De los 3442 casos recogidos, el 82,6% correspondieron a LV, el 3,4% 

a LC y el 14,3 % restante a formas no determinadas (Fuente: Herrador et al., 2015). 
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1.4.3. Reservorios animales 

En función de su ciclo epidemiológico y de la fuente de infección humana, las 

leishmaniosis pueden clasificarse en antroponóticas (cuyo ciclo es mantenido 

únicamente por el ser humano) y zoonóticas (en las que es necesaria la 

participación de hospedadores reservorios animales para el mantenimiento de la 

enfermedad) (Desjeux, 2004).  

Se entiende como hospedador reservorio aquella especie animal responsable del 

mantenimiento a largo plazo de una población de agentes infecciosos (Ashford, 

1996). Los reservorios pueden clasificarse como primarios o principales, 

secundarios y accidentales (Quinnell y Courtenay, 2009; Maia y Campino, 2011). 

Los principales son los responsables de la transmisión de la infección y del 

mantenimiento indefinido del parásito. Los secundarios pueden transmitir la 

infección, pero no pueden mantener al parásito en ausencia del reservorio 

principal (Quinnell y Courtenay, 2009; Maia y Campino, 2011). Por último, los 

reservorios accidentales a pesar de que pueden infectarse, no tienen ninguna 

participación en el ciclo biológico (OMS, 2010).   

En numerosos trabajos de investigación se ha descrito la presencia de especies 

de Leishmania que provocan leishmaniosis dérmicas, mucosas y viscerales en 

multitud de especies animales, domésticas o silvestres, tanto en el Nuevo como 

en el Viejo Mundo (Quinnell y Courtenay, 2009; Pennisi, 2015). Como ejemplo, 

en España la utilización de métodos serológicos ha permitido la detección de 

anticuerpos frente a L. infantum (aunque en general con niveles bajos) en 

carnívoros, roedores, rumiantes y équidos (Fisa et al., 1999; Portús et al., 2002; 

Solano-Gallego et al., 2003; Fernández-Bellon et al., 2006). Recientemente, el uso 
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de técnicas moleculares más sensibles, como la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) ha permitido ampliar el conocimiento sobre el número de 

especies que han sido infectadas por L. infantum (Millán et al., 2014). El registro 

de estos hallazgos realizados en España se recoge en la Tabla 3. 

Especie Autores 

Ardilla roja (Sciurus vulgaris) Vázquez, 2013 

Conejo común (Oryctolagus cuniculus) 
Chitimia et al., 2011; Díaz-Sáez et al., 2014; García et 

al., 2014 

Garduña (Martes foina) Vázquez, 2013; Del Río et al., 2014 

Gato montés (Felis silvestris silvestris) Del Río et al., 2014 

Gineta (Genetta genetta) 
Sobrino et al., 2008; Millán et al., 2011; Del Río et al., 

2014 

Liebre europea (Lepus europaeus) Ruiz-Fons et al., 2013 

Liebre ibérica (Lepus granatensis) Molina et al., 2012; Ruiz-Fons et al., 2013 

Lince ibérico (Lynx pardinus) Sobrino et al., 2008 

Lobo (Canis lupus) Sastre et al., 2008; Sobrino et al., 2008 

Marta (Martes martes) Millán et al., 2011; Del Río et al., 2014 

Meloncillo (Herpestes ichneumon) Sobrino et al., 2008 

Tejón (Meles meles) Del Río et al., 2014 

Turón (Mustela putorius) Del Río et al., 2014 

Visón americano (Mustela vison) Vázquez, 2013 

Visón europeo (Mustela lutreola) Del Río et al., 2014 

Zorro rojo (Vulves vulpes) 
Criado-Fornelio et al., 2000; Sobrino et al., 2008; Del 

Río et al., 2014 
 

Tabla 3: Relación de mamíferos en los que se ha detectado ADN de L. infantum por 

métodos moleculares en España. Salvo en el caso de las liebres ibéricas, no se ha 

demostrado que estas especies sean capaces de transmitir el parásito a los vectores. 
 

Sin embargo, la mera presencia del parásito en los individuos de una especie en 

concreto no convierte a estos animales en reservorios principales, sino que hay 

que demostrar que el mantenimiento de la población de parásitos depende de 

los mismos. Por ello, la OMS estableció unos criterios que debe cumplir una 

especie animal para ser considerada reservorio de Leishmania spp. (OMS, 2010). 
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Entre estos criterios destacan la necesidad de un contacto intenso entre el 

mamífero y los flebotomos, el desarrollo crónico de la enfermedad en el 

mamífero para mantener la infección y la localización de los parásitos en la piel 

y la sangre en número suficiente como para asegurar la transmisión al vector. 

Por último, la especie de Leishmania presente en el reservorio potencial debe ser 

la misma que la que afecta al ser humano. 

Todos estos requisitos los cumple el perro doméstico (Canis familiaris), que es el 

principal reservorio de L. infantum (Ashford, 1996; Dantas-Torres, 2007). Esta 

especie es la responsable de la LV zoonótica (LVZ), enfermedad de gran 

importancia a nivel mundial, propia de América, Oriente Medio, Asia Central, 

China y la Cuenca Mediterránea. La leishmaniosis canina (Lcan) es endémica en 

50 países (incluidos dentro de los 98 en los que está presente la leishmaniosis 

humana), siendo Brasil y la Cuenca Mediterránea las regiones más 

afectadas (Campino y Maia, 2013). 

Actualmente se está centrando el interés en el estudio de otro animal doméstico 

como posible reservorio de la enfermedad, el gato. Considerado un reservorio 

accidental en el pasado, varias razones como la presencia de un gran número 

de gatos infectados por L. infantum en países en los que la leishmaniosis es 

endémica (Maia y Campino, 2011, Campino y Maia, 2013), apuntan a que estos 

animales podrían actuar como reservorios secundarios. Como ejemplo, en 

España se han detectado 21 casos de gatos infectados por L. infantum entre 1977 

y 2014 (Pennisi, 2015), además de algunos casos en Suiza de gatos que procedían 

o habían viajado a España (Rüfenacht et al., 2005). Otra razón que sustenta la 

implicación de los gatos en la LVZ es que experimentos de xenodiagnóstico han 

demostrado que estos animales pueden transmitir L. infantum a los 
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flebotomos (Pennisi, 2015). Por todo ello es necesario realizar estudios para 

determinar cuál es el verdadero papel de los gatos en la epidemiología de la 

LVZ (Campino y Maia, 2013). 

Siguiendo con la participación de otros animales como reservorios de la 

enfermedad, es importante destacar lo que ocurrió recientemente en España, 

donde entre los años 2009 y 2012 tuvo lugar un brote epidémico de leishmaniosis 

humana en el Suroeste de la Comunidad de Madrid en el que se contabilizaron 

446 casos (Arce et al., 2013). Al investigar las causas de este brote no se encontró 

un incremento de la prevalencia de la enfermedad en perros (Amela et al., 2012); 

sin embargo, se observó la presencia de una gran población de liebres ibéricas 

(Lepus granatensis) en un parque construido recientemente cerca de las zonas 

donde se habían diagnosticado casos en humanos (Molina et al., 2012). Este 

parque, anteriormente zona de uso agrícola, suponía un ecosistema idóneo para 

los flebotomos y propiciaba el aumento de la población de lepóridos al estar 

prohibida la caza y no existir depredadores naturales (Amela et al., 2012; Molina 

et al., 2012). Por estas razones se llevó a cabo un estudio mediante 

xenodiagnóstico, demostrándose por primera vez que liebres aparentemente 

sanas habían sido infectadas de manera natural por L. infantum y que, además, 

estos animales podían transmitir el parásito a los flebotomos (Molina et al., 2012). 

Continuando con el estudio de esta especie, se demostró mediante métodos 

moleculares que el 44% de las liebres (ibéricas y europeas) recogidas entre 2004 

y 2010 de diferentes áreas geográficas de España presentaba ADN de L. 

infantum (Ruiz-Fons et al., 2013). Estos hallazgos indican que la liebre desempeña 

un papel importante en la epidemiología de L. infantum en España, pudiendo ser 

considerada, al menos, reservorio secundario (Molina et al., 2012). 
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Volviendo al perro doméstico y debido al papel que desempeña esta especie 

como principal reservorio de L. infantum, a continuación se describirán diversos 

aspectos importantes sobre la leishmaniosis canina. 

 

1.5. La leishmaniosis canina 

La leishmaniosis canina (Lcan) es una enfermedad transmitida por vectores, 

causada por protozoos del género Leishmania y presente en perros de todos los 

continentes salvo Oceanía (Dantas-Torres et al., 2012). La enfermedad es 

endémica en unos 50 países, afectando sobre todo a Brasil y a las regiones de la 

Cuenca Mediterránea (Campino y Maia, 2013). Se estima que sólo en Europa 

existen al menos 2,5 millones de perros infectados (Moreno y Alvar, 2002). 

Aunque se han encontrado 12 especies de Leishmania capaces de infectar a los 

perros, el principal agente etiológico de la Lcan es L. infantum en el Viejo Mundo, 

sinónimo de L. chagasi en el Nuevo Mundo (Dantas-Torres et al., 2012).  

Debido al carácter zoonótico de L. infantum, los perros infectados representan 

un importante problema tanto para la medicina veterinaria como para la salud 

pública (Palatnik-de-Sousa y Day, 2011), ya que esta enfermedad puede ser un 

grave problema para niños, ancianos y adultos inmunodeprimidos (OMS, 2010; 

Maia y Cardoso, 2015). 

Los vectores que transmiten el parásito son las hembras de mosquitos de los 

géneros Phlebotomus (en el Viejo Mundo) y Lutzomyia (en el Nuevo Mundo), 

conociéndose al menos 15 especies diferentes capaces de actuar como 

vectores (Saridomichelakis, 2009).  
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Generalmente, los mosquitos habitan durante el día en zonas con humedad, 

oscuras y con materia en descomposición y están activos al atardecer y al 

amanecer. Por ello los perros con más riesgo de contraer la enfermedad son 

aquellos que viven en zonas endémicas y duermen en el exterior toda la 

noche (Saridomichelakis, 2009). Principalmente, los mosquitos pican en las áreas 

corporales en las que el pelo es escaso, como el puente nasal, pabellón de la 

oreja y zonas inguinal y perianal (Killick-Kendrick, 1999; Maia y Cardoso, 2015). 

Bajo condiciones favorables, un perro puede recibir más de 700 picaduras en una 

sola noche (Killick-Kendrick y Rioux, 2002).  

Mientras que en Sudamérica el clima propicia el desarrollo de los flebotomos 

durante todo el año (Dantas-Torres et al., 2012), en los países mediterráneos 

existe una marcada estacionalidad, al estar activos desde primavera hasta finales 

de verano y prefiriendo temperaturas de entre 15-28ºC, junto con humedad 

moderada y ausencia de vientos fuertes (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al., 2013). 

 

1.5.1. Epidemiología 

Regiones endémicas 

La Lcan es endémica en multitud de países y regiones (Baneth, 2006) incluyendo 

Sudamérica, varias zonas de África, India, China y la Cuenca Mediterránea (Figura 

6). Además, la Lcan también se considera endémica en varias zonas de Estados 

Unidos (Figura 6) (Petersen, 2009; Petersen y Barr, 2009) a raíz de un brote 

ocurrido en una perrera de Nueva York en 1999 (Gaskin et al., 2002). Desde este 

momento aumentó el número de casos, habiéndose detectado perros con 

leishmaniosis en 18 estados de EEUU y dos provincias canadienses (Duprey et al., 

2006). 
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Figura 6: Distribución mundial de la leishmaniosis canina. Las zonas resaltadas en morado 

oscuro corresponden a las regiones consideradas endémicas. Fuente: Modificado de 

Companion Vector Borne Diseases (www.cvbd.org/en/ocurrence-maps/world-map)  
 

 

 

En cuanto a los países del sur de Europa, un estudio reciente compiló los datos 

de más de 500.000 perros analizados entre 1971 y 2006 procedentes de España, 

Portugal, Italia y Francia, obteniendo una seroprevalencia global del 23.3%, con 

valores puntuales de más del 80% en los tres primeros países y alcanzando la 

máxima seroprevalencia en Francia, con un valor del 43% (Franco et al., 2011).   

En lo que respecta a España, a lo largo de los últimos 30 años se han realizado 

distintos estudios epidemiológicos de norte a sur del país, con grandes 

diferencias en cuanto a la prevalencia obtenida dependiendo del área geográfica 

estudiada (Muniesa et al., 2016). Aun así, es complicado conocer la distribución 

real de la Lcan en España, debido a la gran heterogeneidad de los estudios 

realizados en cuanto a número de individuos, condición clínica de los mismos y 

método de diagnóstico empleado (Morales-Yuste et al., 2012).   

http://www.cvbd.org/en/ocurrence-maps/world-map


INTRODUCCIÓN 

 

 

 
31 

Es de vital importancia incluir en los estudios epidemiológicos tanto a animales 

sintomáticos como asintomáticos, ya que en áreas endémicas no todos los perros 

desarrollan la enfermedad (Baneth et al., 2008), habiéndose demostrado que los 

perros asintomáticos portadores son una fuente de infección para los 

vectores (Maia y Campino, 2008). También hay que tener en cuenta la aptitud y 

el hábitat de los perros, ya que existe mayor riesgo de infección en animales que 

viven en zonas rurales (Muniesa et al., 2016) y en los perros guardianes y de 

compañía en comparación con los de caza debido a que los primeros pasan más 

tiempo en el exterior y por lo tanto aumenta la exposición a la picadura de los 

flebotomos (Nieto et al., 1992; Morales-Yuste et al., 2012; Muniesa et al., 2016). 

Por último, otro factor que influye a la hora de determinar la prevalencia de la 

Lcan es la técnica de diagnóstico empleada. Un estudio reciente demostró que 

mediante el uso de la técnica PCR, considerada altamente sensible (Baneth et al., 

2008), se obtenían valores más altos de prevalencia en comparación con los 

proporcionados por las técnicas serológicas utilizadas habitualmente, 

independientemente de la presencia de sintomatología (Morales-Yuste et al., 

2012). Esto demuestra la importancia de combinar diferentes métodos de 

diagnóstico para evaluar la presencia de la enfermedad en lugar de emplear 

únicamente las técnicas serológicas (Dantas-Torres et al., 2012).  

Regiones no endémicas 

En los últimos años se ha observado una expansión de la Lcan a zonas del norte 

de Europa, consideradas no endémicas, ascendiendo el número de casos 

diagnosticados a 700 (Antoniou et al., 2013). Normalmente la presencia de casos 

en estas regiones está asociada con el calentamiento global, ya que favorece la 
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transmisión de la enfermedad al ser las temperaturas adecuadas para el 

desarrollo de los vectores (Maia y Cardoso, 2015).  Sin embargo, la principal causa 

parece ser la importación de animales en adopción procedentes de refugios 

(sobre todo de los países del sur de Europa) o el aumento de viajes de perros de 

zonas no endémicas a zonas endémicas junto con sus propietarios en periodos 

vacacionales (Baneth et al., 2008; Maia y Cardoso, 2015). Así, en áreas 

consideradas libres de leishmaniosis como Holanda, Alemania y Reino Unido, se 

han detectado multitud de casos de Lcan en animales que procedían o habían 

viajado a países del sur de Europa (Teske et al., 2002; Shaw et al., 2009; Menn et 

al., 2010). 

 

1.5.2. Factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad 

Tanto la respuesta inmune generada como la base genética propia de cada 

individuo son claves para controlar o padecer la infección. Una adecuada 

respuesta inmune celular regulada por citoquinas permitirá al hospedador 

controlar la enfermedad (Hosein et al., 2017), mientras que una exacerbada 

respuesta humoral estará asociada con la diseminación del parásito por todo el 

organismo y la severidad de los signos clínicos (Saridomichelakis, 2009).  

Los animales resistentes pueden ser portadores de los parásitos toda su vida y 

no mostrar sintomatología (Baneth et al., 2008; Saridomichelakis, 2009). Esta 

característica está asociada con una adecuada respuesta inmune de tipo celular 

moderada por la producción de citoquinas de tipo Th1 tales como IL-2, TNF-α e 

IFN-γ, capaces de estimular la capacidad leishmanicida de los macrófagos 

mediante el aumento de la producción de óxido nítrico (Pinelli et al., 1995; Pinelli 
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et al., 2000; Alvar et al., 2004), junto con la aparición de niveles bajos de 

anticuerpos específicos.  

En cuanto a la base genética, se ha demostrado que ciertas razas propias de 

zonas endémicas a pesar de estar expuestas al parásito al mismo nivel que otras, 

son capaces de desarrollar una respuesta inmune protectora y mostrar 

raramente enfermedad clínica (Baneth et al., 2008; Saridomichelakis, 2009). Tal 

es el caso del podenco ibicenco, raza autóctona de las Islas Baleares (Solano-

Gallego et al., 2000). 

Además, es importante tener en cuenta que un cambio en el estado de salud de 

los animales resistentes debido a la aparición de enfermedades concomitantes o 

por la administración de medicamentos inmunosupresores podría reactivar las 

infecciones latentes y conducir a la aparición de enfermedad clínica (Baneth et 

al., 2008; Saridomichelakis, 2009).  

Por el contrario, en los animales predispuestos a padecer la enfermedad o 

susceptibles, la aparición de signos clínicos tiene lugar tras un periodo de 

incubación de 2 a 4 meses (Fisa et al., 1999; Moreno y Alvar, 2002; Baneth et al., 

2008). La respuesta inmune de estos animales se caracteriza por una escasa o 

nula inmunidad celular (Alvar et al., 2004), junto con la disminución de niveles de 

citoquinas tipo Th1 y el aumento de las de tipo Th2, como IL-10, TGF-β e IL-

4 (Pinelli et al., 1994; Dantas-Torres et al., 2012). Además, se produce una 

marcada respuesta humoral no protectora (Villanueva-Saz et al., 2013; Hosein et 

al., 2017), con una elevada producción de inmunoglobulinas (Ig) entre las que 

predominan las IgG, apareciendo en menor concentración IgM, IgE e 

IgA (Saridomichelakis, 2009). La presencia de altos niveles de anticuerpos además 
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genera reacciones de hipersensibilidad de tipo II, III y IV que conllevan la 

aparición de diversas lesiones orgánicas (Villanueva-Saz et al., 2013). 

Al igual que ocurre con los animales resistentes, existen ciertas razas que 

muestran una clara predisposición al desarrollo de la enfermedad clínica, tales 

como doberman, pastor alemán, bóxer o rottweiler (Abranches et al., 1991; 

Miranda et al., 2008).   

Así mismo, también se ha comprobado que la presencia de alelos específicos de 

los genes MHC II y Slc11a1 (anteriormente conocido como NRAMP1), están 

asociados a un mayor riesgo de padecer la enfermedad (Altet et al., 2002; 

Quinnell et al., 2003; Sánchez-Robert et al., 2008). 

Por último, la susceptibilidad también puede estar asociada a otros factores 

como estado nutricional, grado de parasitismo y virulencia de la cepa del 

parásito (Baneth et al., 2008). 

 

1.5.3. Diagnóstico de la leishmaniosis canina 

Como se explicó anteriormente, la leishmaniosis canina y la humana están 

estrechamente relacionadas, ya que el perro es el principal reservorio de L. 

infantum. Por lo tanto, el diagnóstico precoz de la enfermedad en el perro es de 

vital importancia como estrategia de control de la LVZ, sobre todo en aquellos 

animales que no muestran sintomatología. Esto es debido a que los animales 

asintomáticos son una fuente de infección para los flebotomos vectores, aunque 

en menor medida que los perros que manifiestan enfermedad clínica (Baneth et 

al., 2008; Maia y Campino, 2008).  
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El diagnóstico de la leishmaniosis es complejo y requiere la combinación de datos 

clínicos y biopatológicos, junto con los resultados de varios tipos de análisis 

laboratoriales: inmunológicos (para detectar anticuerpos anti-Leishmania) y 

parasitológicos (para detectar al propio parásito o bien su ADN). La información 

obtenida de cada uno de estos análisis debe interpretarse de manera conjunta 

para realizar un correcto diagnóstico de cada caso (Solano-Gallego y Villanueva-

Saz, 2013). 

A continuación se definen los diferentes signos clínicos y hallazgos 

biopatológicos que se pueden manifestar en la Lcan, así como los distintos tipos 

de métodos tanto inmunológicos como parasitológicos utilizados habitualmente 

para su diagnóstico. 

 

1.5.3.1. Signos clínicos y hallazgos biopatológicos 

La presencia de signos clínicos en los perros con leishmaniosis depende del tipo 

de respuesta inmune generada por cada animal (Ciaramella y Corona, 2003; 

Baneth, 2006; Romero-Peñuela y Sánchez-Valencia, 2007). Como se comentó en 

el apartado 1.5.2, los perros naturalmente resistentes a la infección con una 

moderada respuesta humoral y adecuada respuesta inmune de tipo celular 

pueden ser portadores de los parásitos toda su vida y no mostrar sintomatología 

(formas latentes asintomáticas) (Romero-Peñuela y Sánchez-Valencia, 2007). Por 

el contrario, los animales predispuestos a desarrollar la infección (formas patentes 

o sintomáticas agudas, subagudas o crónicas regresivas) presentan una marcada 

respuesta inmune de tipo humoral junto con una escasa capacidad de 

linfoproliferación (Pinelli et al., 1994).  
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Las manifestaciones clínicas de la Lcan en animales susceptibles dependen de la 

fase en la que se encuentre la enfermedad (Nieto et al., 1999; Pinelli et al., 1994). 

En las fases tempranas pueden observarse únicamente signos clínicos generales, 

como pérdida de peso, astenia y apatía (Alvar et al., 2004).   

A medida que la enfermedad progresa y se hace patente, puede manifestarse 

una gran variedad de signos clínicos además de los generales presentes al inicio. 

Uno de los más comunes es el aumento de tamaño y consistencia de los ganglios 

linfáticos o linfadenomegalia (Ciaramella y Corona 2003; Alvar et al., 2004). Por 

otra parte, se ha demostrado que el 90% de los perros con leishmaniosis patente 

pueden desarrollar alteraciones cutáneas (Ciaramella et al., 1997; Baneth, 2006). 

Estas lesiones, raramente pruríticas (Slappendel, 1988), normalmente aparecen 

en la cabeza para acabar extendiéndose por todo el cuerpo del animal (Baneth, 

2006). Entre las más importantes (Figura 7) destacan: alopecia, dermatitis 

exfoliativa o descamativa, úlceras, onicogriposis e hiperqueratosis (Gómez-Nieto, 

1990).  

 

 

 

 

 

Figura 7: Ejemplos de sintomatología cutánea que pueden manifestar los perros con 

leishmaniosis. A: úlcera en carpo y onicogriposis; B: dermatosis generalizada, descamativa 

y pustular con alopecia; C: hiperqueratosis nasal. (Imágenes cedidas por el Grupo 

LeishmanCeres). 
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Además, un porcentaje importante de animales desarrolla alteraciones oculares, 

siendo las más comunes la queratoconjuntivitis y la uveítis (Ciaramella y Corona, 

2003). Por último, los perros también pueden presentar hemorragia nasal o 

epistaxis en esta fase de la enfermedad (Gómez-Nieto, 1990). 

Si la Lcan no es diagnosticada y tratada a tiempo, los animales pueden manifestar 

un marcado deterioro del estado general, emaciación y finalmente caquexia (fase 

terminal), junto con daños en órganos internos tales como hígado, bazo o riñón, 

lo que conduce finalmente a la muerte del animal (Romero-Peñuela y Sánchez-

Valencia, 2007; Veras et al., 2014).                                                   

Debido a que existen numerosas enfermedades que pueden cursar con 

sintomatología similar a la producida por la Lcan, es necesario realizar un 

diagnóstico diferencial con otras patologías, tales como hepatozoonosis, 

babesiosis, ehrlichiosis, sarna sarcóptica y demodécica y varios tipos de 

alergias (Ciaramella y Corona, 2003), aunque es posible que debido al deterioro 

del sistema inmune del animal aparezcan estas enfermedades de forma 

concomitante (Baneth, 2006; Morgado et al., 2016). 

En cuanto a los hallazgos biopatológicos más frecuentes, destaca la 

disproteinemia, con el aumento de las proteínas totales por hiperglobulinemia 

(especialmente las γ-globulinas debido a la elevada respuesta inmune humoral 

producida), e hipoalbuminemia junto con descenso del ratio 

albúmina/globulina (Solano-Gallego et al., 2011; Fernández-Cotrina et al., 2013). 

En cuanto a las alteraciones detectadas en los parámetros hematológicos, las 

observadas con más frecuencia son anemia, trombocitopenia y 

leucopenia (Baneth, 2006; Veras et al., 2014; Fernández-Cotrina et al., 2013). Por 
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último y debido al posible daño de los órganos internos, es necesario el estudio 

de parámetros hepáticos y renales, puesto que el aumento de enzimas hepáticas, 

urea y creatinina así como la presencia de proteinuria podrían ser indicativas de 

la leishmaniosis (Fernández-Cotrina, 2016). 

Como ya se mencionó al principio de la sección, un gran número de animales 

pueden ser resistentes a la infección y no mostrar sintomatología. Para confirmar 

estos casos es necesario realizar tests de diagnóstico, tanto inmunológicos como 

parasitológicos. 

 

1.5.3.2. Diagnóstico inmunológico 

Todos los perros con leishmaniosis, independientemente de la presencia de 

signos clínicos, van a mostrar una respuesta inmune humoral específica contra el 

parásito (De Andrade y Melo, 2014). Los métodos inmunológicos permiten 

detectar los anticuerpos anti-Leishmania circulantes en el suero. La facilidad con 

la que se realizan estos métodos los convierten en herramientas esenciales para 

el diagnóstico de la enfermedad (Romero-Peñuela y Sánchez-Valencia, 2007; 

Santarém et al., 2010), resultando de gran utilidad para establecer la 

seroprevalencia en estudios epidemiológicos (Vercammen et al., 2002; Iniesta et 

al., 2002). 

Aunque el nivel de anticuerpos producido en las fases inicial o final de la 

enfermedad o en infecciones asintomáticas es bajo, los animales desarrollan un 

incremento de anticuerpos específicos a lo largo del tiempo (Oliva et al., 2006).  

En la actualidad, los métodos inmunológicos más utilizados para el diagnóstico 

de la Lcan son el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), la 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) y los tests inmunocromatográficos.  
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La técnica ELISA permite la detección de inmunoglobulinas séricas producidas 

específicamente frente a distintos antígenos de Leishmania. Este método resulta 

muy útil a la hora de analizar un gran número de muestras debido a su 

sencillez (Maia y Campino, 2008). Se ha comprobado que este tipo de análisis 

muestra una gran sensibilidad tanto en animales sintomáticos como en 

asintomáticos (Mettler et al., 2005), aunque la especificidad depende del 

antígeno utilizado (Singh et al., 2005). Como ejemplo, se ha demostrado que 

mediante el uso del antígeno total soluble (SLA) obtenido a partir de 

promastigotes de Leishmania se obtienen sensibilidades del 80 al 100% y 

especificidades del 85 al 95% (Santarém et al., 2010). Otro antígeno recombinante, 

la proteína quimera o PQ, sintetizada artificialmente a partir de genes que 

codifican diversos determinantes antigénicos de distintos antígenos de L. 

infantum, supone una excelente herramienta para el diagnóstico inmunológico 

de la Lcan al proporcionar valores elevados de sensibilidad y especificidad (Soto 

et al., 1998; Nieto et al., 1999).  

La técnica IFI se considera el método de referencia para el diagnóstico 

inmunológico de la Lcan (Maia y Campino, 2008).  Permite realizar una titulación 

del nivel de anticuerpos utilizando como antígeno parásitos completos 

inmovilizados en portaobjetos. El método resulta muy útil en estudios 

epidemiológicos y en la práctica clínica debido a su alta sensibilidad y 

especificidad (Fernández-Cotrina, 2016).  

Las desventajas de esta técnica recaen sobre todo en la interpretación de los 

resultados, ya que es un método para el que se necesita mucha experiencia (Maia 

y Campino, 2008) y porque no se ha establecido la dilución a la que un suero se 

considera positivo (Romero-Peñuela y Sánchez-Valencia, 2007). 
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Finalmente, en los últimos años se han desarrollado kits de diagnóstico rápido 

basados en técnicas inmunocromatográficas, siendo el más estudiado el 

antígeno recombinante rK39. Sin embargo, mientras que varios autores elogian 

la rapidez al proporcionar los resultados (aproximadamente 15 minutos) y su 

facilidad de ejecución como ventaja en el campo (Mohebali et al., 2004; Otranto 

et al., 2005), otros indican que la gran desventaja de este método es que su 

sensibilidad es menor a la de las técnicas inmunológicas utilizadas 

convencionalmente (Mettler et al., 2005).  

A pesar de la facilidad de ejecución de las técnicas ELISA, IFI y kits rápidos, estos 

análisis presentan ciertas limitaciones, como las reacciones cruzadas que pueden 

producirse con parásitos del género Trypanosoma, especialmente T. 

cruzi  (Solano-Gallego y Villanueva-Saz, 2013), o la disminución de la sensibilidad 

cuando existen títulos bajos de anticuerpos. Además, en animales resistentes o 

que se encuentran en la fase inicial de la enfermedad, podrían obtenerse falsos 

negativos con estos análisis (De Andrade y Melo, 2014; Veras et al., 2014).  Por 

ello, para asegurar la fiabilidad del diagnóstico sería necesario combinar los 

resultados inmunológicos con los clínicos y parasitológicos, tal y como se ha 

indicado en el inicio de la sección 1.5.3. 

 

1.5.3.3. Diagnóstico parasitológico 

La realización de estos métodos permite detectar la presencia del parásito, ya 

sea de manera directa (observación del mismo mediante microscopía o cultivo), 

o indirecta (detección del ADN parasitario). 
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Métodos parasitológicos directos  

Los parásitos del género Leishmania en su forma amastigote (ver apartado 1.3) 

pueden ser observados mediante microscopía óptica en frotis realizados a partir 

de aspirados de órganos como bazo, ganglios linfáticos o médula ósea, así como 

de lesiones dérmicas nodulares (De Andrade y Melo, 2014). Esta técnica se 

emplea para la confirmación de la infección por Leishmania (Maia y Campino, 

2008; Solano-Gallego et al., 2009) debido a su elevada especificidad (Veras et al., 

2014). Como desventaja, la identificación de los amastigotes requiere experiencia, 

por lo que el desarrollo de la técnica depende de la habilidad del 

observador (Tavares et al., 2003). 

Por otra parte, el cultivo de parásitos a partir de fragmentos o aspirados de 

distintos tejidos presenta una alta especificidad, permitiendo el aislamiento y 

caracterización de los parásitos (Veras et al., 2014). Sin embargo, la gran 

desventaja de este método es que para obtener un diagnóstico definitivo son 

necesarios varios días de cultivo (Alvar et al., 2004), no resultando adecuado en 

estudios epidemiológicos (Solano-Gallego et al., 2001; Sundar y Rai, 2002; 

Barrouin-Melo et al., 2004). Otros posibles inconvenientes que presenta esta 

técnica son la contaminación del medio o la pobre adaptación de algunas cepas 

al medio in vitro (Fernández-Cotrina, 2016).  

Ambos métodos directos presentan una baja sensibilidad, aunque ésta varía en 

función del tipo de muestra empleada, siendo el bazo la más sensible (De 

Andrade y Melo, 2014).  Como gran inconveniente, la obtención de muestras de 

bazo, ganglio linfático y médula ósea conlleva un procedimiento invasivo y 

traumático para los animales. Además, estos métodos no resultan de utilidad en 
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los perros asintomáticos, cuya carga parasitaria es baja, produciéndose falsos 

negativos (Alvar et al., 2004; Barrouin-Melo et al., 2004; Gomes et al., 2008).  

Métodos parasitológicos indirectos  

La utilización de estos métodos permite detectar el material genético del parásito 

incluso en los animales con baja carga parasitaria (Tsokana et al., 2014), algo que 

no es posible con los métodos directos. 

Dentro de este grupo, la técnica más importante es la reacción en cadena de la 

polimerasa o PCR. Este método, diseñado por Kary B. Mullis en 1983 (Mullis, 1990), 

permite la amplificación de una secuencia de ADN problema (ADN diana) 

utilizando oligonucleótidos específicos (cebadores) y la enzima ADN 

polimerasa (Life Technologies, 2012).   

Numerosos estudios han demostrado que, en comparación con el resto de 

métodos parasitológicos, la PCR es más sensible y específica para el diagnóstico 

de la Lcan (Gramiccia y Gradoni, 2005), siendo muy útil para el análisis de 

muestras con baja carga parasitaria (Reithinger y Dujardin, 2007), para confirmar 

el diagnóstico de los animales que muestren un bajo título de 

anticuerpos (Tavares et al., 2003) y para detectar ADN del parásito en animales 

recién infectados, incluso antes de la seroconversión (Martínez et al., 2011). Otras 

ventajas de la técnica PCR son la capacidad de amplificar el ADN diana a partir 

del material genético extraído de una gran variedad de muestras, utilizando 

pequeñas cantidades de las mismas (De Andrade y Melo, 2014). Aunque la PCR 

es muy sensible y específica, es importante valorar la información proporcionada 

por esta técnica junto con los datos obtenidos en la evaluación clínica y 

serológica de los animales (Solano-Gallego et al., 2011). 
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No existe ningún protocolo universal de PCR establecido para el diagnóstico de 

la Lcan. Los métodos utilizados a lo largo de los años han variado respecto a 

diferentes parámetros, lo que conlleva un aumento o disminución de la 

sensibilidad de la técnica (Tsokana et al., 2014). Por lo tanto, la eficacia del 

método PCR depende de diferentes factores, entre los que podemos destacar el 

tipo de PCR (convencional o a tiempo real) y el material biológico 

analizado (Alvar et al., 2004; Baneth y Aroch, 2008). 

Tipos de PCR 

PCR convencional (cPCR) 

El desarrollo de la técnica cPCR en 1983 supuso un importante avance en el 

campo de la biología molecular (Paiva-Cavalcanti et al., 2010). Esta técnica 

permite detectar y amplificar un ADN o secuencia diana a partir de unos 

cebadores específicos (Veras et al., 2014) y visualizar los productos amplificados 

habitualmente mediante una electroforesis en gel (Life Technologies, 2012). Este 

método puede ser cualitativo o semi-cuantitativo, pero asume la detección de 

falsos negativos (Veras et al., 2014). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en 

el diagnóstico de la Lcan, aunque actualmente se está viendo reemplazada por 

la PCR a tiempo real (Francino et al., 2006). 

PCR a Tiempo Real o PCR cuantitativa (qPCR) 

Actualmente esta técnica se considera el método de referencia para el 

diagnóstico molecular de la Lcan, ya que se ha comprobado que la qPCR es más 

sensible que la cPCR (Francino et al., 2006). En la qPCR la detección y 

cuantificación del ADN diana se producen de manera simultánea (Tsokana et al., 

2014). Mediante detección por fluorescencia se puede medir durante la 
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amplificación la cantidad de ADN sintetizado en cada momento (Costa, 2004), 

ya que se genera una señal de fluorescencia que es proporcional a la cantidad 

de ADN formado (Paiva-Cavalcanti et al., 2010). Además, el empleo de rectas 

patrón, construidas a partir de cantidades conocidas del ADN diana, permite 

determinar de manera absoluta la cantidad inicial de la diana en las muestras 

analizadas (Life Technologies, 2012). La qPCR también permite realizar 

cuantificaciones relativas sin necesidad de utilizar estándares, comparando los 

niveles de expresión del ADN diana con uno o más genes endógenos (Manna et 

al., 2009).  

La posibilidad de cuantificar ADN ha permitido que la técnica qPCR sea la elegida 

para monitorizar la carga parasitaria de los animales tras el tratamiento (Pennisi 

et al., 2005; Francino et al., 2006; Martínez et al., 2011). Además, la qPCR es 

altamente sensible cuando existen cargas parasitarias bajas (Mary et al., 2004; 

Vitale et al., 2004). 

Entre las ventajas de la qPCR destacan: la rapidez en la obtención de resultados, 

ya que no es necesaria la electroforesis (Rolão et al., 2004), la reducción del riesgo 

de contaminación de las muestras (Maia y Campino, 2008) y su alta especificidad 

y reproducibilidad (Paiva-Cavalcanti et al., 2010).   

A pesar de todo, la sensibilidad o especificidad del método qPCR pueden verse 

afectadas por el tipo de reactivos utilizados para detectar la fluorescencia o el 

tipo de ADN diana seleccionado para su amplificación (región conservada o 

variable, número de copias en el que se encuentra, etc.) (Reithinger y Dujardin, 

2007). 
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En cuanto a los tipos de reactivos, los más comúnmente utilizados son los 

agentes intercalantes SYBR Green y las sondas de hibridación Taqman (Paiva-

Cavalcanti et al., 2010; Tsokana et al., 2014). SYBR Green es un sistema de detección 

inespecífico aplicable a todos los ADN diana potenciales (Maia y Campino, 2008), 

donde un fluorocromo se une a las moléculas de ADN producidas durante la 

amplificación de la secuencia diana, generándose la fluorescencia. Este método 

tiene la desventaja de no poder discriminar directamente la amplificación de 

fragmentos inespecíficos de ADN (Veras et al., 2014). 

Por el contrario, las sondas TaqMan consisten en secuencias de ADN de entre 13 

y 30 nucleótidos complementarios al ADN diana combinadas con un 

fluorocromo y un inhibidor de fluorescencia, la cual se emite cuando se degrada 

la sonda durante la amplificación de la secuencia diana (Paiva-Cavalcanti et al., 

2010; Veras et al., 2014). El uso de estos reactivos incrementa tanto la sensibilidad 

como la especificidad del método, utilizado por primera vez en 2004 para realizar 

una cuantificación de parásitos del género Leishmania (Rolão et al., 2004; 

Francino et al., 2006). 

En relación a los ADN diana, se ha descrito la utilización de distintos tipos en el 

diagnóstico molecular de la Lcan. Los más frecuentes son el gen de la subunidad 

pequeña del ARN ribosómico (SSU-ARNr), presente en un número de 40-200 

copias/parásito y el ADN del minicírculo del kinetoplasto (ADNk) (Miró et al., 

2008). Este último es una de las secuencias diana más utilizadas en el diagnóstico 

de la Lcan, ya que aumenta de manera significativa la sensibilidad del método 

qPCR (Lachaud et al., 2002), debido a la existencia de una región de 

aproximadamente 200 pares de bases, conservada entre las diferentes especies 
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de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo (Reale et al., 1999) y a que el minicírculo 

está presente en un número de 10.000–20.000 copias/parásito (Rodgers, 1990).  

Material biológico analizado 

La PCR permite analizar el ADN extraído a partir de una gran variedad de 

muestras biológicas. La sensibilidad de la técnica varía dependiendo del tejido 

utilizado (Veras et al., 2014), por lo que no existe un acuerdo sobre cuál es la 

muestra de elección para realizar el diagnóstico molecular de la Lcan. A pesar de 

ello, varios autores coinciden en que la muestra ideal debe ser de obtención no 

invasiva, fácil y rápida, además de proporcionar una alta sensibilidad (De Andrade 

y Melo, 2014). 

Dependiendo de cómo se hayan obtenido, las muestras se pueden clasificar en 

invasivas y no invasivas. 

Las muestras invasivas son aquéllas cuya obtención resulta traumática para el 

animal, requiriendo a veces del uso de anestesia y causando rechazo por parte 

de los propietarios (De Andrade y Melo, 2014). Además, si no se analizan en el 

momento, por ejemplo durante un estudio de campo, es necesario almacenarlas 

a temperaturas de entre 4°C y -20°C, lo que resulta otra desventaja para su 

utilización (Reithinger y Dujardín, 2007). Las muestras invasivas más utilizadas 

para el diagnóstico molecular de la Lcan son: bazo, piel, ganglio linfático, médula 

ósea, y sangre (Maia y Campino, 2008; Tsokana et al., 2014; Veras et al., 2014).  

Los parásitos del género Leishmania muestran un tropismo natural hacia los 

órganos linfoides. Varios estudios han demostrado la validez de estos tejidos 

como muestra de elección para el diagnóstico molecular de la Lcan (De Andrade 

y Melo, 2014). El análisis de los aspirados de bazo proporciona una elevada 
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sensibilidad, tanto en perros sintomáticos como en asintomáticos (Reis et al., 

2006; Reis et al., 2013). Sin embargo, la toma de esta muestra in vivo conlleva un 

riesgo de hemorragia interna (Léveillé et al., 1993), aunque esto podría 

minimizarse realizando la aspiración con la ayuda de un ecógrafo (Veras et al., 

2014).  

Las biopsias de ganglio linfático proporcionan resultados muy sensibles, como se 

ha demostrado previamente, siendo muy útil en perros sintomáticos (Maia et al., 

2009; Ferreira et al., 2013). Sin embargo, si los perros no presentan 

linfadenomegalia (Veras et al., 2014), se recomienda analizar aspirados de 

médula ósea, los cuales también han demostrado ser una muestra adecuada en 

cuanto a sensibilidad se refiere (Fisa et al., 2001; Maia et al., 2009; Quaresma et 

al., 2009).  

La piel es el órgano reservorio de parásitos para los flebotomos. Varios estudios 

han demostrado que las muestras de piel proporcionan resultados muy sensibles 

y específicos (Solano-Gallego et al., 2001; Saridomichelakis y Koutinas; 2014), 

independientemente de la presencia de lesiones (Carvalho Ferreira et al., 2014), 

proponiéndose incluso el análisis molecular de la piel de la oreja como el mejor 

método de diagnóstico de Lcan (Xavier et al., 2006).     

Por último, el empleo de la sangre, considerada la muestra menos invasiva dentro 

de este grupo, ha mostrado resultados contradictorios para el diagnóstico 

molecular de la Lcan (De Andrade y Melo, 2014). Varios estudios proponen a la 

sangre como muestra de elección, debido a la facilidad con la que se 

obtiene (Maia et al., 2009; Manna et al., 2004). Por el contrario, otros autores han 

alcanzado la sensibilidad más baja analizando sangre en comparación con otras 
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muestras (Ferreira et al., 2008; Leite et al., 2010). Esto probablemente se deba, 

entre otros factores, a que la hemoglobina de la sangre podría actuar como 

inhibidor de la PCR (Veras et al., 2014). 

Al contrario que con las anteriores, la recogida de las muestras no invasivas no 

produce ningún daño al animal, siendo su obtención fácil y rápida. La utilización 

de hisopos de algodón como soporte para la toma de muestras está cobrando 

cada vez más importancia para el diagnóstico molecular de la Lcan (De Andrade 

y Melo, 2014).  

Numerosos autores han demostrado que el hisopo conjuntival es adecuado para 

el diagnóstico molecular de la leishmaniosis visceral canina (Strauss-Ayali et al., 

2004; Leite et al., 2010; Lombardo et al., 2012; De Almeida Ferreira et al., 2012), 

aunque otros autores obtuvieron una baja sensibilidad con esta muestra (Galletti 

et al., 2011).  

El estudio de otro tipo de muestras tomadas con hisopos ha proporcionado 

resultados contradictorios. El uso de hisopos nasales, orales y auriculares 

(obtenidos frotando con un hisopo la superficie interna de la oreja previamente 

desinfectada) ha proporcionado una sensibilidad media (Lombardo et al., 2012; 

Ferreira et al., 2013). Un estudio experimental publicado recientemente mostró el 

potencial de los hisopos de la mucosa de la vulva (Hernández et al., 2015), 

aunque la sensibilidad fue menor que la proporcionada por distintas muestras 

invasivas. 

Por último, el análisis molecular de muestras de orina de perros con leishmaniosis 

mostró una baja sensibilidad (Hernández et al., 2015). Según otros autores podría 
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obtenerse una sensibilidad mayor en animales que presentan enfermedad 

renal (Solano-Gallego et al., 2007). 

Cabe destacar la escasez de publicaciones enfocadas al estudio de muestras no 

invasivas para el diagnóstico molecular de la Lcan, por lo que es necesario 

fomentar su utilización debido a las grandes ventajas que presentan este tipo de 

muestras. 

 

1.6. Funciones de la piel y su papel en la leishmaniosis 

La piel, órgano más grande de los mamíferos, es el límite externo y la zona de 

contacto del organismo con el ambiente (Bragulla et al., 2005). La piel realiza 

varias funciones vitales destinadas a mantener el estado homeostático del cuerpo 

asegurando el funcionamiento de los órganos internos, ya que actúa como 

depósito de agua, electrolitos y macromoléculas (Scott et al., 2001a). Además de 

recibir estímulos de presión, dolor, calor y frío, la piel tiene acción antimicrobiana 

y antifúngica gracias a la presencia de lípidos, ácidos, enzimas hidrolíticas y 

péptidos antimicrobianos (Proksch et al., 2008). 

La piel constituye uno de los principales sistemas de defensa del individuo, ya 

que actúa como barrera física frente a agentes externos químicos (alérgenos, 

sustancias irritantes), físicos (daños mecánicos, radiación UV) y 

medioambientales (Girolomoni et al., 2006; Proksch et al., 2008). Esta función la 

desempeña gracias a estructuras queratinizadas, tales como el estrato córneo 

(capa más externa de la epidermis), el pelo y las uñas (Scott et al., 2001a, 

Girolomoni et al., 2006). Además de suponer una barrera física frente a agentes 

externos, la piel actúa como sistema de defensa inmunológico, gracias a la acción 
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de distintos tipos celulares (Scott et al., 2001b; Girolomoni et al., 2006). Por último, 

la piel tiene también la capacidad de eliminar sustancias exógenas fuera del 

organismo (Scott et al., 2001a). 

 

1.6.1. Barrera física epidérmica 

La epidermis es la parte más externa de la piel y está formada por cuatro capas 

o estratos (Figura 8). El estrato basal, capa interna de la epidermis, se compone 

de una única fila de queratinocitos en forma de cubo (Bragulla et al., 2005). Esta 

capa es la responsable de la constante renovación de las células epidérmicas. Para 

ello los queratinocitos deben migrar hacia el exterior de la piel atravesando los 

distintos estratos (Nestlé et al., 2009). A medida que este proceso tiene lugar, los 

queratinocitos comienzan a sintetizar grandes cantidades de queratina y a 

diferenciarse. Por ello, los queratinocitos presentes en la capa más externa de la piel 

(corneocitos), carecerán de núcleo y orgánulos, siendo células planas y 

completamente queratinizadas (Nestlé et al., 2009; Bragulla et al., 2005). La capa 

más externa o estrato córneo (Figura 8) es la responsable de la barrera que impide 

la deshidratación del individuo y la entrada de agentes externos (Proskch et al., 

2008; Pasparakis et al., 2014). 

El tiempo que tardan los queratinocitos en pasar del estrato basal al córneo se 

denomina tiempo de renovación o recambio epidérmico. En el perro este 

proceso comprende aproximadamente 22 días (Scott et al., 2001c), si bien 

desórdenes inflamatorios pueden acelerar el tiempo de recambio, apreciándose 

descamación en la superficie de la piel (Bragulla et al., 2005). 
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Figura 8: Estructura de la piel. Imagen adaptada de Nestlé et al., 2009 

 

1.6.2. Sistema inmune de la piel 

Además de actuar como barrera física, la epidermis desempeña un papel 

importante en la respuesta inmune frente a los factores externos. 

El sistema inmune de la piel consta de dos componentes: el celular y el humoral. 

Entre las células destacan queratinocitos, células de Langerhans, histiocitos, 

linfocitos, macrófagos, mastocitos, células endoteliales y granulocitos. El 

componente humoral lo constituyen inmunoglobulinas, factores del 

complemento, citoquinas y péptidos antimicrobianos (Scott et al., 2001b).  

Como norma general, para que se produzca una respuesta inmune es necesario 

el procesado de antígenos para su presentación a los linfocitos. Clásicamente 
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esto ocurre a través de los macrófagos, pero ya que estas células no existen a 

nivel de epidermis, esta función es realizada por las células de Langerhans. 

Incluso antes de que se activen estas últimas, los estímulos externos son 

recogidos por los queratinocitos (Scott et al., 2001b). 

La piel supone la primera línea de defensa inmunológica frente a las 

infecciones (Pasparakis et al., 2014). En las enfermedades transmitidas por 

vectores, los patógenos son inoculados directamente en la epidermis, donde 

interaccionan con todas las células presentes en la misma (Bernard et al., 2015). 

Estas células, queratinocitos mayormente, detectan la presencia de los patógenos 

a través de receptores de membrana, conduciendo a la secreción de citoquinas 

inflamatorias, quimiocinas y péptidos antimicrobianos (Nestlé et al., 2009). 

La saliva del vector es un parámetro crítico para la transmisión del patógeno, ya 

que contiene moléculas anti-hemostáticas, anti-inflamatorias, y factores 

inmunomoduladores que facilitan la ingesta de sangre del hospedador por parte 

del vector (Titus et al., 2006; Bernard et al., 2015).  

El sistema inmune de la piel es la primera línea de defensa contra la leishmaniosis. 

Tras la inoculación de los promastigotes por parte del mosquito vector, factores 

del complemento, células de Langerhans, neutrófilos, fibroblastos y 

queratinocitos activan la inmunidad innata de la piel (Papadogiannakis y Koutinas, 

2015). Además, los queratinocitos regulan la expresión de moléculas y receptores 

que favorecen la activación y migración de leucocitos al sitio de infección. La 

capacidad fagocítica y presentadora de antígenos de los queratinocitos también 

estimula el sistema inmune de la piel (Papadogiannakis y Koutinas, 2015). 
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Como se ha comentado anteriormente los queratinocitos no sólo actúan como 

barrera mecánica frente a sustancias externas, sino que se consideran potentes 

células inmunitarias capaces de inducir una respuesta inmune tanto innata como 

adaptativa (Scott et al., 2001b; Nestlé et al., 2009). 

Los queratinocitos pueden expresar proteínas que forman parte del sistema 

inmune innato, los receptores de membrana de tipo Toll (TLRs). Gracias a ellos 

los queratinocitos pueden reconocer numerosos patógenos a través de sus 

patrones moleculares asociados (PAMPs), moléculas muy conservadas presentes 

en los microorganismos, como por ejemplo lipopolisacáridos, peptidoglicanos, 

flagelina y varios ácidos nucleicos (Nestlé et al., 2009). Es de destacar que los 

queratinocitos son capaces de discriminar entre los microorganismos comensales 

de la piel y los patógenos, ya que obviamente no actúan contra la flora bacteriana 

presente en la epidermis (Pivarsci et al., 2005).  

El reconocimiento de los microorganismos patógenos por parte de los TLR 

presentes en los queratinocitos induce la producción de citoquinas mediadoras 

de la inflamación y quimiocinas, como como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TGF-β y TNF-

α (Castrillón-Rivera et al., 2008). Estas proteínas atraen células dendríticas, 

linfocitos T y neutrófilos al sitio de infección. Los queratinocitos se consideran la 

principal fuente de citoquinas en la epidermis, regulando por lo tanto la respuesta 

inmune innata y adaptativa de la piel (Scott et al., 2001b; Nestlé et al., 2009). 

Los queratinocitos producen además péptidos antimicrobianos, como beta-

defensinas y catelicidinas, fundamentales para los mecanismos de defensa de la 

epidermis del hospedador (Pivarsci et al., 2005; Nestlé et al., 2009).  
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Por último, los queratinocitos se consideran células presentadoras de antígenos 

“no profesionales”, ya que se ha comprobado que pueden expresar moléculas 

del MHC II, requeridas por las células presentadoras de antígenos para modular 

la respuesta de los linfocitos T (Scott et al., 2001b; Nestlé et al., 2009). 

Existen pocas referencias que relacionan la capacidad de los queratinocitos como 

células inmunológicas en la leishmaniosis. Sin embargo, mediante un modelo 

experimental en ratones C57BL/6 (naturalmente resistentes a L. major) se ha 

demostrado que los queratinocitos epidérmicos expresan ciertas citoquinas (IL-4 

e IL-6) transcurridas 16 horas después de la infección. Estas citoquinas tienen un 

papel decisivo en la generación de la respuesta inmune protectora Th1, además 

de contribuir al desarrollo de reacciones inflamatorias (Ehrchen et al., 2010). 

En cuanto al papel de los TLRs en las leishmaniosis, se ha estudiado la expresión 

de varios de estos receptores en modelos experimentales de ratones infectados 

por L. major y en personas con lesiones cutáneas producidas por L. 

braziliensis (Tuon et al., 2012). Por el contrario, aún no se conoce en profundidad 

la implicación de los TLRs en la Lcan, aunque en un estudio reciente se detectaron 

altos niveles de TLR-2 en lesiones cutáneas de perros con leishmaniosis en 

comparación con zonas de piel sana de animales no infectados (Esteve et al., 

2015).  

 

1.6.3. Eliminación de sustancias exógenas a través de la piel  

La epidermis tiene la capacidad de fagocitar material exógeno localizado en la 

dermis y expulsarlo a la superficie (Bayoumi y Marks, 1980). Este proceso se 

conoce como eliminación transepidermal o transepidérmica (Woo y Rasmussen, 

1985). El material exógeno es englobado y “transportado” hacia la capa más 
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superficial de la epidermis junto con los queratinocitos para ser eliminado 

posteriormente mediante la exfoliación de la piel (Hantash et al., 2006). Se cree 

que antes de la eliminación de las sustancias éstas deben ser reconocidas por 

receptores que mandarán una señal a la epidermis para que comience el 

proceso (Bayoumi y Marks, 1980). Sin embargo, el mecanismo por el que ocurre 

la eliminación transepidermal es desconocido (Espinel et al., 2004), aunque se 

podría considerar como un proceso fisiológico de defensa contra alteraciones 

cutáneas (Karram et al., 2012).  

Se ha descrito la eliminación transepidérmica de organismos patógenos en 

enfermedades como lepra, tuberculosis, blastomicosis, criptococosis, 

histoplasmosis y esquistosomosis (Espinel et al., 2004). 

Este fenómeno también ha sido descrito en leishmaniosis, tanto en la forma 

visceral como en la cutánea.  En varias personas que presentaban conjuntamente 

LV y VIH se han encontrado amastigotes en queratinocitos de todas las capas 

epidérmicas (Espinel et al., 2004; García-Río et al., 2010) y en glándulas y 

conductos sudoríparos ecrinos (Espinel et al., 2004).  

En cuanto a la LC, en un estudio reciente se analizaron 212 biopsias de piel 

humana, obteniendo una incidencia de eliminación transepidermal del 28.3% (60 

pacientes) y observando amastigotes de L. major (y en menor medida de L. 

tropica) en todas las capas epidérmicas y en el epitelio del folículo piloso (Karram 

et al., 2012). Estos autores definen la eliminación transepidermal como un 

fenómeno que facilita la eliminación de parásitos a través de la piel, sugiriendo 

que existen dos formas: pasiva y activa. En la pasiva, el material endógeno 

ascendería a la superficie atrapado entre los queratinocitos gracias a la 
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diferenciación y movimiento de los mismos desde la capa basal epidérmica hasta 

la capa córnea. La observación de amastigotes intercalados entre los 

queratinocitos de todas las capas epidérmicas sustenta esta teoría. Por el 

contrario, en la eliminación transepidermal activa se produciría una hiperplasia 

celular inducida por el material exógeno, que sería posteriormente englobado 

por estas células y expulsado al exterior junto con ellas (Karram et al., 2012). 

 

1.6.4. Carga parasitaria de la piel en perros con leishmaniosis 

La piel es el principal reservorio de parásitos para los flebotomos vectores de la 

leishmaniosis (De Almeida-Ferreira et al., 2012). Un estudio reciente ha 

demostrado que los parásitos pueden permanecer al menos 6 meses después 

de una infección primaria en las zonas de la piel donde se han producido las 

picaduras de los flebotomos (Aslan et al., 2016). 

Varios autores han observado que la carga parasitaria presente en la piel de los 

perros con leishmaniosis es elevada, siendo la piel de la oreja la zona más 

parasitada (Travi et al., 2001; Xavier et al., 2006; Verçosa et al., 2008; Courtenay 

et al., 2014) y proponiendo esta zona como la muestra de elección para el 

diagnóstico molecular de la Lcan (Xavier et al., 2006). Concretamente, en un 

estudio de Moura et al. en 2008 se indica que la punta de la oreja es la región 

anatómica que muestra el mayor grado de parasitismo.  

Las lesiones cutáneas que desarrollan los animales seropositivos se han asociado 

con la capacidad de transmitir L. infantum a los flebotomos, debido a la presencia 

de gran cantidad de amastigotes observados mediante microscopía (Aslan et al., 

2016). Sin embargo, se ha comprobado que la piel aparentemente sana de los 

animales seropositivos asintomáticos también contiene amastigotes, aunque en 
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menor medida (Moura et al., 2008; Saridomichelakis y Koutinas, 2014; Silva et al., 

2016). Estos hallazgos indican que los perros con leishmaniosis pueden transmitir 

el parásito a los vectores independientemente de la presencia de lesiones 

cutáneas, por lo que hay que destacar la importancia de los animales portadores 

asintomáticos en la epidemiología de la enfermedad (Michalsky et al., 2007; 

Madeira et al., 2009; Saridomichelakis y Koutinas, 2014).  
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2. OBJETIVOS 

Como ya se ha mencionado en el apartado de la introducción, un correcto 

diagnóstico de la Lcan es crucial como estrategia de control de la LVZ. 

Numerosos estudios han demostrado que la PCR es una de las técnicas más 

sensibles y específicas para el diagnóstico de la Lcan.  A pesar de que la mayoría 

de las muestras utilizadas para este tipo de diagnóstico se obtienen de manera 

invasiva y cruenta, en la actualidad la utilización de muestras no invasivas está 

cobrando cada vez mayor importancia. Sin embargo, existen pocos estudios 

enfocados al análisis de este tipo de muestras.  

También se han descrito anteriormente las distintas propiedades que presenta la 

piel, destacando la eliminación transepidérmica de parásitos del género 

Leishmania tanto en LV como en LC. Además, se ha demostrado ampliamente 

que los perros con leishmaniosis presentan elevadas cargas parasitarias en la piel. 

Teniendo en cuenta ambas premisas, el propósito de esta tesis fue el estudio 

mediante análisis moleculares de muestras anejas a la piel obtenidas de forma 

no invasiva procedentes de distintas especies animales y su posible aplicación en 

el diagnóstico de los diferentes tipos de leishmaniosis.  

Para realizar el trabajo se plantearon cuatro objetivos específicos orientados a la 

evaluación de las muestras de pelo, queratinocitos epidérmicos y cerumen: 

 

1.  Analizar mediante el método qPCR, tanto el pelo de diferentes zonas 

corporales como los queratinocitos epidérmicos procedentes de perros con 

leishmaniosis adquirida de forma natural, para comprobar si estas muestras 

contienen ADN del kinetoplasto de Leishmania infantum, y evaluar su utilización 

como herramienta de diagnóstico para la Lcan. 
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2.  Estudiar el pelo obtenido de diferentes especies de mamíferos silvestres 

mediante el método qPCR, para comprobar si es posible detectar ADNk de L. 

infantum en el pelo de estos animales. Evaluar, además, la estabilidad del material 

genético parasitario retenido en el pelo, y la posible utilidad de estos hallazgos 

para ser aplicados en estudios epidemiológicos y de búsqueda de nuevos 

reservorios.  

3.  Comprobar si en el modelo de leishmaniosis cutánea producida por L. major 

en ratón BALB/c es posible detectar ADNk parasitario en el pelo de dos zonas 

corporales delimitadas (el sitio de inoculación y una zona alejada del mismo), con 

el fin de determinar la cronología de la incorporación del ADNk de L. major al 

pelo de ambas zonas. 

4.  Analizar mediante el método qPCR el cerumen de perros con leishmaniosis 

adquirida de forma natural obtenido con hisopos de algodón, para comprobar 

si esta muestra contiene ADN del kinetoplasto de L. infantum y evaluar su 

utilización como herramienta de diagnóstico para la Lcan.  

 

Los objetivos planteados fueron desarrollados y publicados en cuatro trabajos. A 

continuación se incluye el resumen de cada uno de ellos, así como su texto 

completo.  
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3. MATERIALES, MÉTODOS Y RESULTADOS 

3.1. Detection of Leishmania infantum kinetoplast minicircle DNA by 

Real Time PCR in hair of dogs with leishmaniosis. Vet. Parasitol. 192 

(2013), 43˗50. 

Resumen 

En estudios preliminares se ha descrito que el pelo tanto de humanos como de 

animales es capaz de acumular y excretar sustancias químicas y biológicas. 

Debido a ello, en este trabajo se planteó la hipótesis de que el pelo y los 

queratinocitos epidérmicos de perros con leishmaniosis visceral infectados 

naturalmente podrían albergar ADN del minicírculo del kinetoplasto de 

Leishmania (ADNk).  

En este estudio se analizó una población de 28 perros por métodos 

inmunológicos (ELISA e IFI) que fue dividida en dos grupos, A (13 perros con 

leishmaniosis) y B (15 perros sanos). De cada uno de los 28 animales se tomaron 

muestras de sangre, ganglio linfático y pelo de la oreja, que fueron analizadas 

mediante PCR cualitativa a tiempo real para demostrar la presencia/ausencia de 

ADNk de Leishmania infantum. Los resultados obtenidos confirmaron la hipótesis 

planteada, ya que el ADNk de L. infantum fue detectado en el pelo de 9 de los 

13 individuos del grupo A (69,2% de sensibilidad). Para completar el estudio se 

tomaron muestras de pelo de varias zonas corporales (algunos de los cuales 

fueron divididos en secciones) de los animales A1 y A6 y queratinocitos 

epidérmicos del animal A1.  

Estas muestras fueron analizadas por PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), 

confirmándose la presencia de ADNk en el pelo de todas las zonas corporales, 
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en las distintas secciones del pelo (pudiéndose incluso cuantificar el ADNk 

analizando un único pelo) y en los queratinocitos epidérmicos, en los que se 

detectó una alta concentración de ADNk. Todas las muestras de los animales del 

grupo B (control) fueron negativas.  

Los resultados obtenidos sugieren que el pelo es un tejido especializado en el 

secuestro, acumulación y eliminación de ADN exógeno parasitario y que además 

desempeña un importante papel en la detoxificación del organismo durante el 

curso de la enfermedad. Además, este método podría presentar claras 

aplicaciones diagnósticas, forenses y epidemiológicas para la búsqueda de 

reservorios animales silvestres y domésticos de la leishmaniosis. Por último, la 

metodología descrita podría ser útil para detectar moléculas de ADN exógeno 

en otras enfermedades parasitarias, bacterianas o fúngicas, tanto de animales 

como de seres humanos. 
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3.2. First detection of Leishmania infantum kinetoplast DNA in hair 

of wild mammals: application of qPCR method to determine 

potential parasite reservoirs. Acta Trop. 128, (2013) 706˗709.  

Resumen 

En el estudio anterior detectamos la presencia de ADNk de Leishmania infantum 

en el pelo de perros naturalmente infectados. Continuamos con nuestra línea de 

trabajo, esta vez enfocada a la detección del ADNk del parásito en el pelo de 

animales silvestres de distintas especies. Además, realizamos varios ensayos para 

determinar si el ADNk permanecía estable en el interior del pelo tras someter la 

muestra a condiciones medioambientales extremas.  

Para llevar a cabo el estudio, se analizaron 68 muestras de pelo de 5 especies 

distintas de animales silvestres mediante qPCR: zorro (Vulpes vulpes), lobo (Canis 

lupus), garduña (Martes foina), rata común (Rattus norvegicus) y erizo (Erinaceus 

europaeus). Los resultados obtenidos confirmaron la presencia del ADNk de L. 

infantum en 14 de las 68 muestras analizadas, siendo positivo al menos un 

individuo de cada especie estudiada y encontrándose las cantidades más altas 

de ADNk en el pelo de los zorros. Una vez confirmada la positividad de las 

muestras, se escogieron pelos de un zorro positivo para realizar el estudio de 

estabilidad del ADNk en el pelo. Así, comprobamos que el material genético del 

parásito se mantiene estable tras someter el pelo a almacenamiento prolongado 

en congelación (-80ºC) y desecación (56ºC), exposición a rayos ultravioleta tipo 

C y tratamiento con sales de curtido. Sin embargo, no pudo detectarse ADNk 

tras simular condiciones de putrefacción mediante contaminación fecal.  
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Teniendo en cuenta nuestros resultados, la utilización del método qPCR-pelo 

para realizar estudios epidemiológicos en animales silvestres proporcionaría 

ventajas en cuanto a metodología. En primer lugar, el pelo es capaz de proteger 

el ADN parasitario localizado en su interior tras ser sometido a condiciones 

adversas, por lo que sería posible la utilización de muestras encontradas en la 

naturaleza. En segundo lugar, al ser una muestra no invasiva podría extraerse 

fácilmente sin anestesia, reduciendo el estrés de los animales, sin necesidad de 

instalaciones específicas ni condiciones especiales de conservación.  

Hay que destacar que la vigilancia de los reservorios de la leishmaniosis supone 

una parte importante del control de la enfermedad, y que con este nuevo 

método podrían realizarse muestreos a un gran número de animales en un corto 

periodo de tiempo, sin causarles daño alguno, aportando información a la 

búsqueda de nuevos reservorios. 
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3.3. Detection and chronology of parasitic kinetoplast DNA presence 

in hair of experimental Leishmania major infected BALB/c mice by 

Real Time PCR. Acta Trop. 128, (2013) 468˗472.  

Resumen 

Para finalizar con el estudio del pelo como muestra no invasiva, en este trabajo 

se analizó el pelo de ratones infectados experimentalmente por la especie de 

tropismo cutáneo Leishmania major para comprobar si se producía el 

mecanismo de excreción de ADN exógeno a través del pelo observado en los 

trabajos anteriores durante el curso de la infección, tanto en el pelo del sitio de 

inoculación como en el de una zona alejada del mismo. 

Para llevar a cabo el estudio, 4 ratones BALB/c fueron inoculados en ambas 

orejas con 1000 promastigotes metacíclicos de L. major.  Se realizó el seguimiento 

de los ratones durante 35 días, tomándose semanalmente de 10 a 20 pelos de 

las orejas y de la pata trasera izquierda de cada animal. Estas muestras fueron 

analizadas por PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR). Los resultados obtenidos 

confirmaron la presencia del ADNk de L. major en el pelo de los ratones. La 

incorporación de este material genético pudo detectarse en el pelo de la oreja a 

partir de la primera semana post-infección (1 animal positivo), observándose un 

aumento progresivo de la cantidad estimada de parásitos a lo largo del estudio. 

Los resultados mostraron que el ADNk de los parásitos previamente inoculados 

en la oreja también estaba presente en el pelo de la pata a partir de la tercera 

semana post-infección (3 animales positivos), indicando que se produce una 

diseminación del ADNk en zonas del organismo alejadas del sitio de infección. 

Por último, el pelo de ambas localizaciones de los 4 animales fue positivo a ADNk 
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en el punto final del estudio (quinta semana post-infección), siendo la cantidad 

de ADNk obtenida en el pelo de la oreja (sitio de inoculación) 20 veces mayor 

que en el de la pata (zona alejada).  

Estos resultados confirman la capacidad del pelo como tejido especializado en el 

secuestro y eliminación de ADN exógeno. Finalmente, en este estudio también 

se comprobó que existe una clara correlación entre los análisis convencionales 

utilizados para realizar el seguimiento de la infección experimental en ratón y los 

resultados obtenidos en el pelo. Por ello queremos destacar la importancia del 

pelo como una nueva muestra a tener en cuenta en estudios con ratones, ya que 

este modelo es muy utilizado para ensayos de nuevas estrategias terapéuticas y 

de vacunación.  
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3.4. First detection of Leishmania kDNA in canine cerumen samples 

by qPCR. Vet. Parasitol. 228, (2016) 65˗68. 

Resumen 

En la actualidad existe una gran controversia sobre cuál es la muestra ideal para 

el diagnóstico molecular de la leishmaniosis canina. La mayoría de las muestras 

comúnmente utilizadas se obtienen de manera invasiva, por ello es importante 

la búsqueda de nuevos métodos no invasivos de diagnóstico como alternativa. 

Recientemente hemos descrito que el pelo es capaz de acumular ADNk de 

Leishmania, siendo una muestra adecuada para el diagnóstico.  Continuando con 

la búsqueda de métodos alternativos, realizamos un estudio para valorar el uso 

del cerumen canino, enfocado a la detección de ADNk del parásito en esta 

muestra mediante qPCR. 

Para realizar el estudio, una población de 38 perros fue analizada por métodos 

inmunológicos (ELISA e IFI) y dividida en dos grupos, A (33 naturalmente 

infectados por Leishmania infantum) y B (5 perros sanos). De cada uno de los 

animales se tomó una muestra de cerumen mediante hisopos de algodón. 

Además se obtuvieron muestras de sangre, ganglio linfático y médula ósea, todas 

ellas de extracción invasiva. Todas las muestras fueron analizadas por qPCR. 

Nuestros resultados demostraron que el ADNk de Leishmania puede detectarse 

en muestras de cerumen de perros con leishmaniosis. La sensibilidad obtenida 

(90,9%) fue similar a la alcanzada en las muestras de médula ósea (88,5%) y muy 

superior a la de la sangre (57,6%), siendo la muestra más sensible el ganglio 

linfático (100%). Todas las muestras de los animales del grupo B fueron negativas. 
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Mediante este estudio se ha comprobado que se produce una excreción de ADN 

exógeno parasitario al cerumen, y que este ADN puede detectarse por qPCR con 

alta sensibilidad. Hasta la fecha, esta es la primera referencia que existe sobre la 

presencia de ADNk de Leishmania en el cerumen canino. Aunque la cantidad de 

ADNk detectada en el cerumen fue baja, consideramos que es suficiente para 

asegurar el diagnóstico de la enfermedad en la mayoría de los casos, ya que los 

resultados fueron confirmados con el resto de técnicas realizadas. El uso de 

cerumen para análisis moleculares supone numerosas ventajas: su extracción no 

es invasiva y no necesita condiciones especiales de almacenamiento y transporte, 

además de que proporciona una sensibilidad similar a la obtenida con muestras 

invasivas. Por todo ello proponemos el cerumen como una nueva muestra a 

tener en cuenta para el diagnóstico molecular de la leishmaniosis canina. 
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4. DISCUSIÓN 

Mediante la realización de este trabajo hemos conseguido detectar por primera 

vez, utilizando el método molecular qPCR, material genético parasitario (ADNk) 

de la especie Leishmania infantum en el pelo y queratinocitos de perros con 

leishmaniosis confirmada y en el pelo de diversas especies de mamíferos 

silvestres. Además, también detectamos ADNk del parásito Leishmania major en 

el pelo de ratones BALB/c infectados experimentalmente. Por último, el ADNk de 

L. infantum también pudo detectarse en el cerumen de perros con leishmaniosis 

diagnosticada.  

El pelo es una muestra que puede ser fácilmente recogida, transportada y 

almacenada. Su obtención es no invasiva y por consiguiente no causa daño ni 

dolor a los animales (Gratacós-Cubarsí et al., 2006). Para seleccionar el pelo como 

posible candidato para el diagnóstico molecular de la leishmaniosis nos basamos 

en descripciones previas sobre la capacidad innata de este anejo cutáneo de 

acumular y excretar sustancias extrañas al organismo y en las propiedades de los 

queratinocitos, principales componentes del pelo. 

Numerosos estudios han demostrado la incorporación de sustancias exógenas y 

tóxicos medioambientales en el pelo. En humanos se ha detectado la presencia 

de trazas de metales (Agusa et al., 2005; Kim y Kim, 2011), drogas (Forman et al., 

1992; Musshoff y Madea, 2006), medicamentos y residuos del tabaco (Uematsu, 

1993; Takiguchi et al., 2001). También se han realizado análisis del pelo de 

numerosas especies animales, habiéndose detectado medicamentos veterinarios 

en bovinos, caballos y cerdos (Gratacós-Cubarsí et al., 2006; Gratacós-Cubarsí et 

al., 2007), drogas en ratones (Stout et al., 2000) y trazas de metales en bovinos e 

incluso en focas (Patra et al., 2007; Wenzel et al., 1993).  
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En la práctica veterinaria el pelo de los animales se considera muy útil a la hora 

de detectar sustancias no autorizadas (como agentes potenciadores del 

crecimiento), ya que los compuestos que se incorporan en la rígida estructura 

capilar permanecen retenidos mucho más tiempo que en cualquier otro tejido 

debido a su baja actividad metabólica (Gratacós-Cubarsí et al., 2006), incluso 

mucho tiempo después de que el animal haya sido tratado con estas 

sustancias (Stolker et al., 2007).  

Se han propuesto varios mecanismos para explicar cómo se acumulan todas 

estas sustancias en el pelo (Henderson, 1993). En primer lugar, por difusión pasiva 

desde el torrente sanguíneo a las células del pelo durante su formación. Este 

mecanismo tiene mucho sentido, ya que la base del folículo está rodeada de una 

densa red de capilares (Gratacós-Cubarsí et al., 2006). En segundo lugar, las 

sustancias exógenas pueden acumularse en el pelo a través de las secreciones 

de las glándulas apocrinas una vez que el pelo se ha formado. Por último, los 

contaminantes medioambientales podrían incorporarse al pelo una vez que éste 

ha emergido al exterior desde la piel. A pesar de todas estas hipótesis, el proceso 

real aún no se conoce. 

Los queratinocitos, principales componentes del pelo (Gratacós-Cubarsí et al., 

2006), pueden secretar citoquinas y participar en la respuesta inmune innata y 

adquirida frente a los parásitos (Scott et al., 2001b; Pivarsci et al., 2005; Girolomoni 

et al., 2006). Además, en estas células se localizan receptores de 

inmunoglobulinas (Cauza et al., 2005), y pueden expresar al menos siete 

miembros de los receptores de superficie tipo Toll o TLRs, proteínas que forman 

parte del sistema inmune innato (Pivarsci et al., 2005), participando de manera 

activa en la inmunidad frente a los patógenos. Gracias a estos receptores los 
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queratinocitos pueden mediar en el reconocimiento de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs), moléculas muy conservadas presentes en los 

microorganismos, y ser capaces de identificar una amplia variedad de 

patógenos (Pivarsci et al., 2005). Los queratinocitos producen además péptidos 

antimicrobianos, fundamentales para los mecanismos de defensa de la epidermis 

del hospedador (Pivarsci et al., 2005; Nestlé et al., 2009). 

En cuanto a la relación entre los TLRs y la leishmaniosis, en estudios 

experimentales se ha demostrado que los TLR-2, 4 y 9 participan en la respuesta 

inmunológica frente a Leishmania (Díaz et al., 2014). Otros estudios confirman la 

importancia de estos receptores en el inicio de la patogénesis de la enfermedad, 

así como en la resistencia o susceptibilidad en modelos con ratones y cultivos 

celulares (Tuon et al., 2008). Sin embargo, aún no se conoce en profundidad el 

papel de los TLRs en la Lcan, aunque en un estudio reciente se detectaron altos 

niveles de TLR-2 en lesiones cutáneas de perros con leishmaniosis en 

comparación con zonas de piel sana de animales no infectados (Esteve et al., 

2015).  

En resumen, los queratinocitos epidérmicos pueden ser considerados como unas 

potentes células inmunitarias capaces de inducir una respuesta inmune innata y 

adaptativa. 

Las propiedades de los queratinocitos junto con la capacidad del pelo de 

acumular materiales exógenos descrita anteriormente nos llevaron a pensar en 

que el ADNk de Leishmania podría incorporarse al pelo y ser detectado mediante 

el método molecular qPCR.  
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Una vez elegida la muestra, el primer paso para desarrollar el método analítico 

pelo-qPCR fue extraer el ADN del pelo. Esta matriz contiene cantidades muy 

bajas de ADN endógeno (Vigilant, 1999); sin embargo, se ha podido extraer con 

éxito ADN mitocondrial, presente en mayor número de copias (McNevin et al., 

2005).  

El pelo se genera a partir del folículo piloso durante el proceso denominado 

queratinización, el cual implica la división de los queratinocitos, y posteriormente 

la síntesis de grandes cantidades de la proteína queratina (Bengtsson et al., 2012). 

Por ello, para poder extraer ADN a partir de muestras de pelo es necesario 

realizar una digestión previa de la queratina. La mayoría de los protocolos de 

extracción recomienda una digestión de al menos 8 horas a 56ºC en presencia 

de SDS (detergente utilizado para lisar células) y proteinasa K (proteasa sérica 

capaz de digerir la queratina). Según algunos autores también debe utilizarse un 

agente reductor para romper los puentes disulfuro que se forman entre los 

polipéptidos (McNevin et al., 2005), aunque otros afirman que este reactivo 

reduce de manera significativa la cantidad de ADN extraído (Kalbe et al., 1988). 

Según lo descrito por McNevin et al. (2005), para extraer con éxito ADN del pelo, 

la solución de lisis utilizada para la digestión previa debe contener un tampón 

con pH de entre 7,5 y 9, un detergente, una sal, un agente quelante y una 

proteinasa. En nuestro caso, utilizamos todos esos componentes para 

estandarizar nuestra solución de lisis para extraer ADN del pelo. Estos reactivos 

fueron, siguiendo el orden descrito anteriormente, tampón Tris-HCl con pH 8, 

SDS, NaCl, EDTA y proteinasa K. El uso de la solución de lisis nos permitió obtener 

un sobrenadante a partir del cual se realizó una extracción satisfactoria del ADN 

del pelo de las distintas especies estudiadas con un kit comercial, confirmada por 
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los resultados de qPCR, a pesar de que la cantidad de ADN endógeno obtenida 

fue pobre, en concordancia con lo descrito por Vigilant, 1999. 

Para poder detectar la presencia de ADN de Leishmania en el pelo con total 

fiabilidad fue necesario utilizar un método molecular capaz de adaptarse a todo 

tipo de muestras y lo más sensible y específico posible, características que reúne 

la técnica qPCR (Tsokana et al., 2014). La eficacia del ensayo depende del método 

de extracción de ADN empleado, la muestra biológica analizada, el protocolo de 

PCR desarrollado o adaptado, del ADN diana seleccionado para la amplificación 

y del número de copias en el que se encuentre (Baneth y Aroch, 2008).  Además 

esta técnica es altamente sensible cuando existen cargas parasitarias 

bajas (Tsokana et al., 2014). 

En el desarrollo de nuestro estudio utilizamos el método qPCR validado en 

nuestro laboratorio, empleando reactivos basados en tecnología Taqman, los 

cuales proporcionan un incremento en la especificidad del ensayo (Veras et al., 

2014). Como ADN diana se utilizó el material genético localizado en la 

mitocondria del parásito, llamado ADN del kinetoplasto o ADNk. Este material 

genético está formado por dos tipos de unidades, los maxicírculos y los 

minicírculos, estos últimos presentes en un número de 10.000–20.000 

copias/parasito (Rodgers, 1990). El ADNk es uno de los más utilizados como diana 

en el diagnóstico molecular de la leishmaniosis, ya que la existencia de una región 

de unos 200 pares de bases conservada entre las diferentes especies de 

Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo (Reale et al., 1999), unida al alto número 

de copias del minicírculo, aumentan de manera significativa la sensibilidad del 

método qPCR (Reale et al., 1999; Francino et al., 2006; Rodríguez-Cortés et al., 

2007; Veras et al., 2014).  Por último, el empleo de una recta patrón de cantidades 
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conocidas de ADN de L. infantum nos permitió realizar una cuantificación 

absoluta del ADNk presente en cada muestra.  

Mediante el uso de esta técnica conseguimos detectar por primera vez y de 

forma sensible y específica ADNk de Leishmania en el pelo y queratinocitos de 

perros con leishmaniosis confirmada, en el pelo de diversas especies de 

mamíferos silvestres y en el de ratones infectados experimentalmente. 

En el primer trabajo desarrollado en la tesis, enfocado en el análisis del pelo de 

perros con leishmaniosis, pudimos detectar y cuantificar por primera vez 

utilizando el método qPCR ADNk de L. infantum en el pelo de la oreja del 69,2% 

de la población estudiada (9 animales de 13). La mayoría de estos perros 

presentaba al menos uno de los típicos signos clínicos de la enfermedad, siendo 

sólo uno de ellos asintomático. La qPCR de ganglio confirmó la positividad de 

los animales, previamente diagnosticada mediante las técnicas inmunológicas 

ELISA e IFI.  

En cuanto al análisis de las muestras de perros sanos, los resultados de qPCR 

fueron negativos para todos los tipos de muestra, incluyendo el pelo, lo cual 

indica que el método es 100% específico.  

El análisis de las distintas secciones de un mismo pelo procedente de un animal 

con leishmaniosis también mostró la presencia de ADNk, indicando que el 

material genético del parásito se encuentra almacenado a lo largo de toda la 

longitud del pelo, siendo mayor la cantidad detectada en el tallo que el folículo 

piloso. Esto demuestra que no es necesario que la muestra de pelo contenga la 

raíz para poder realizar este tipo de análisis, pudiendo obtenerlo tanto 

cortándolo con tijeras como extrayéndolo con pinzas.  
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Además, se pudo detectar y cuantificar ADNk en el pelo de todas las zonas 

corporales estudiadas (cabeza, tronco y extremidades), incluso a partir de un 

único pelo.  

También se observó que existe una correlación directa entre el número de pelos 

analizados y la cantidad de ADNk obtenida; aunque podría utilizarse únicamente 

un pelo para el análisis, lo recomendable sería analizar un número de entre 5 y 

10 pelos para aumentar la sensibilidad del diagnóstico. 

Por último, el análisis de los queratinocitos epidérmicos obtenidos mediante el 

raspado de la piel de uno de los animales con leishmaniosis mostró una alta 

concentración de ADNk parasitario.  

En definitiva, según nuestros resultados, el pelo, además de poder acumular 

tóxicos y excretar sustancias extrañas (Gratacós-Cubarsí et al., 2006), podría ser 

también un tejido especializado en el secuestro, acumulación y eliminación de 

ADN exógeno. La cantidad de pelo corporal que los perros pierden al año por 

kg (60-180g) (Scott et al., 2001a), junto con el ADN parasitario que esta muestra 

puede eliminar, sugieren que el pelo tiene un papel importante en la 

detoxificación del organismo.  

La presencia de ADNk parasitario en el pelo está probablemente conectado con 

la capacidad de los queratinocitos para reconocer una amplia variedad de 

patógenos (Pivarsci et al., 2005), actuando como células fijadoras de moléculas 

que posteriormente eliminan del organismo. Esta función podría extenderse por 

toda la superficie epidérmica, al haberse detectado secuencias de ADN 

parasitario en el pelo de diferentes zonas corporales procedentes de los animales 

infectados. 
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La mayoría de los péptidos antimicrobianos derivados de los queratinocitos son 

capaces de matar o inactivar una amplia variedad de microorganismos, 

principalmente formando poros que permeabilizan las membranas 

microbianas (Pivarsci et al., 2005), por lo que podrían causar la ruptura de los 

parásitos con la consiguiente liberación del ADNk.  

Además, el hallazgo de ADNk de L. infantum en queratinocitos epidérmicos 

sugiere que se está llevando a cabo una eliminación transepidermal de este 

material genético exógeno en los animales enfermos, fenómeno previamente 

descrito para amastigotes de Leishmania a través de los queratinocitos de todas 

las capas epidérmicas, folículos pilosos y glándulas sudoríparas ecrinas (Perrin et 

al., 1995; Espinel et al., 2004; Karram et al., 2012). 

A pesar de que es recomendable realizar una digestión previa del pelo con 

proteinasa K (McNevin et al., 2005), en nuestros ensayos comprobamos que el 

ADNk se podía extraer del pelo sin digerir la queratina. Los resultados positivos 

obtenidos del análisis del pelo sin digestión previa sugieren que parte del ADN 

parasitario se encuentra probablemente localizado entre los queratinocitos de la 

corteza y puede ser liberado tras simples lavados del pelo con una solución 

tamponada. Sin embargo, la cantidad de ADNk aumentó al tratar la muestra con 

proteinasa K, por lo que consideramos este paso necesario para obtener mayor 

sensibilidad en el método.  

En vista de los datos obtenidos, proponemos dos hipótesis para explicar el origen 

del ADNk de L. infantum en el pelo de perros con leishmaniosis:  

1) Incorporación directa del ADNk a los queratinocitos del folículo piloso. Tras la 

lisis de los parásitos por parte de las células del sistema inmune del 
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hospedador (Gupta et al., 2013) se liberaría el ADNk parasitario, que sería 

reconocido y fijado por los queratinocitos, incorporándose finalmente al pelo en 

crecimiento secuestrado por estas células. 

2) Migración desde el torrente sanguíneo. El ADNk circulante podría llegar a toda 

la superficie corporal vía sanguínea, incorporándose al pelo durante el proceso 

de formación del mismo. 

En términos generales, nuestro hallazgo supone implicaciones importantes en el 

diagnóstico molecular de la Lcan. Actualmente existe una gran controversia 

sobre cuál es la mejor muestra para diagnosticar la enfermedad mediante PCR. 

Las biopsias de piel proporcionan alta sensibilidad y 

especificidad (Saridomichelakis y Koutinas, 2014), al igual que las de ganglio y 

médula (Maia et al., 2009; De Almeida Ferreira et al., 2012). Sin embargo, la toma 

de estas muestras es invasiva y traumática para los animales. Por otra parte, 

algunos autores consideran a la sangre como muestra de elección al ser más fácil 

de obtener, aunque proporciona una sensibilidad más baja comparada con las 

anteriormente descritas (Francino et al., 2006). Nuestros resultados concuerdan 

con los de los autores citados, ya que obtuvimos la mayor sensibilidad al analizar 

muestras de ganglio y la menor con las muestras de sangre. Sin embargo, 

según De Andrade y Melo (2014), la muestra ideal para el diagnóstico molecular 

de la Lcan además de proporcionar una alta sensibilidad, debería ser no invasiva 

y de obtención rápida e indolora. Ya que el pelo reúne todas estas características, 

proponemos el análisis de esta muestra como un nuevo método de diagnóstico 

no invasivo y fiable para la Lcan. A pesar de que la cantidad más alta de ADN 

parasitario se detectó en el pelo de la zona isquial de uno de los animales con 

leishmaniosis, sugerimos que lo ideal sería analizar pelos de varias regiones 
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corporales para aumentar la sensibilidad del método, en concreto el pelo de la 

punta de la oreja, puesto que se ha demostrado que esta zona puede albergar 

gran cantidad de parásitos (Moura et al., 2008).  

Consideramos además, que esta técnica podría emplearse en estudios 

arqueoparasitológicos de restos humanos y animales, debido a que el pelo es un 

tejido muy resistente a la contaminación gracias a la naturaleza hidrófoba de las 

proteínas de la cutícula y a la presencia de queratina (Gilbert et al., 2006). Así 

mismo, este método podría ser útil para detectar moléculas de ADN exógeno en 

otras enfermedades parasitarias, bacterianas o fúngicas, con posibilidad de ser 

aplicado en humanos.  

Recientemente, varios grupos de investigación confirmaron nuestros hallazgos 

de la presencia de ADNk en el pelo de perros con leishmaniosis visceral tanto en 

Brasil como en España, concluyendo que el pelo es un importante marcador de 

la presencia de la infección en el perro y destacando la fácil obtención y 

almacenamiento de la muestra (Gonçalves et al., 2016), además de indicar que 

es apropiado para monitorizar la eficacia del tratamiento con antimoniato de 

meglumina (Corpas-López et al., 2016).  

En conclusión, los resultados sugieren una clara función metabólica (excretora) y 

defensiva (inmunológica) del pelo y los queratinocitos epidérmicos en esta 

infección parasitaria, y unas claras aplicaciones diagnósticas.  

Una vez conseguimos detectar ADN parasitario en el pelo de un hospedador 

mamífero, se nos planteó la cuestión de que si esta técnica podría implementarse 

en la búsqueda de reservorios silvestres de la leishmaniosis visceral.  



DISCUSIÓN 

 

 

 
99 

A pesar de que el perro doméstico es considerado como el hospedador definitivo 

y el principal reservorio de la leishmaniosis visceral causada por L. 

infantum (Ashford, 1996), la vigilancia de los hospedadores silvestres se considera 

una importante estrategia para controlar la enfermedad (OMS, 2010). 

Actualmente se conocen multitud de especies de mamíferos silvestres que 

pueden ser hospedadores (o reservorios potenciales) de especies que provocan 

leishmaniosis dérmicas, mucosas y viscerales (Quinnell y Courtenay, 2009). Como 

ejemplo, en España se ha detectado ADN de L. infantum en cánidos y félidos 

silvestres, roedores, vivérridos, herpéstidos, mustélidos y lagomorfos (Sobrino et 

al., 2008; Chitimia et al., 2011, Millán et al., 2011; Molina et al., 2012, Del Río et al., 

2014). En todos estos casos se analizaron muestras invasivas, tales como sangre, 

bazo o hígado.  

En general, el estudio de animales silvestres presenta muchas dificultades. La 

mayoría de veces se emplean dardos anestésicos o trampas para la captura de 

ejemplares vivos (Fowler, 2008). La recogida de muestras provoca estrés a los 

individuos, sobre todo cuando se requieren biopsias de ganglio linfático o de 

médula ósea. Otros problemas adicionales provienen de la conservación de las 

muestras en los ensayos de campo, con el inconveniente de la degradación de 

los tejidos, lo cual podría interferir con los resultados finales.  

Por estas razones enfocamos el segundo trabajo de la presente tesis al análisis 

mediante qPCR de 68 muestras de pelo procedente de distintos mamíferos 

silvestres con el fin de detectar ADNk de Leishmania. Gracias a este estudio 

conseguimos detectar y cuantificar por primera vez material genético de 

Leishmania en el pelo de 6/9 zorros (Vulpes vulpes), 3/3 garduñas (Martes foina), 
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2/6 ratas (Rattus norvegicus), 2/49 lobos (Canis lupus) y 1/1 erizo (Erinaceus 

europaeus).  

Las mayores cantidades de ADNk se hallaron en los zorros, siendo el número 

estimado de parásitos en el pelo de dos individuos (F1 y F2) de hasta 1000 veces 

mayor que la observada en otras especies.  

El desarrollo de este método abre una nueva etapa en la búsqueda de 

reservorios de las especies de Leishmania de tropismo visceral (y posiblemente 

de las responsables de las formas cutáneas y mucocutáneas), ya que podría 

aplicarse en ensayos epidemiológicos proporcionando numerosas ventajas en 

cuanto a la metodología, pudiendo tomar muestras de un gran número de 

individuos en un corto periodo de tiempo. Las muestras de pelo se obtienen de 

manera no invasiva sin necesidad de anestesia. Por ello, podrían ser recogidas 

de los animales vivos mediante captura y liberación rápida, provocando menor 

estrés a los individuos que el que sufren cuando se utilizan las técnicas 

convencionales de muestreo. Además, como se indicó anteriormente, el pelo no 

necesita condiciones especiales de conservación.  

Es de destacar que nuestro método ha sido aplicado con éxito en animales de la 

familia Leporidae, implicados recientemente como reservorios secundarios de L. 

infantum debido a un brote de leishmaniosis humana que está teniendo lugar en 

Madrid desde el año 2009 (Molina et al., 2012). En un estudio llevado a cabo en 

2015 se analizó el pelo de 17 conejos y 9 liebres, resultando positivos por qPCR 

22 de los animales y confirmándose las ventajas de utilizar pelo en estudios de 

campo y su idoneidad para demostrar la presencia de L. infantum en 

lepóridos (García-Seco et al., 2015).  
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Por último, esta metodología podría ser de utilidad diagnóstica en animales 

salvajes mantenidos en cautividad en zoológicos situados en zonas endémicas 

de leishmaniosis ya que, al considerarse en  riesgo de infección, es recomendable 

confirmar la presencia del parásito en estos animales (Souza et al., 2014).  

Una cuestión muy importante surgida a raíz del análisis de las muestras de 

mamíferos silvestres fue evaluar la estabilidad del ADNk de Leishmania en el 

interior del pelo, hecho orientado especialmente al estudio de cadáveres 

encontrados en la naturaleza o al de especímenes disecados pertenecientes a 

museos u otras entidades. Para ello, varias muestras de uno de los zorros fueron 

sometidas a una simulación de distintas condiciones medioambientales extremas 

(congelación, desecación, putrefacción por contaminación fecal y acción de los 

rayos solares), y artificiales (tratamiento con sales de alumbre de potasio, utilizada 

en el curtido de pieles). Estas muestras se analizaron por qPCR, comparando sus 

resultados con muestras control del mismo animal (pelos que no habían recibido 

ningún tratamiento). 

Previamente ya había sido demostrada la estabilidad del ADN endógeno en el 

interior de todos los tejidos queratinizados (Bengston et al., 2012). Los datos 

obtenidos en este estudio sugieren que el pelo también puede proteger material 

genético exógeno (ADNk de Leishmania) frente a condiciones adversas. 

Como era de esperar, ni el almacenamiento prolongado de las muestras de pelo 

en congelación (10 meses a -80ºC), ni bajo condiciones de desecación (4 meses 

a 56ºC) afectaron a los resultados de qPCR, ya que ambos procesos reducen de 

manera significativa el agua libre que requieren las enzimas y los 

microorganismos y por lo tanto proporcionan condiciones deseables para la 

conservación del ADN. Por la misma razón, el ADNk tampoco se degradó tras 
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72 horas en presencia de las sales de curtido, las cuales se emplean para evitar 

el crecimiento de microorganismos. 

Cabe destacar que el ADNk también pudo extraerse y amplificarse mediante 

qPCR a partir de pelo expuesto 72 horas a la acción de rayos ultravioleta tipo C, 

descritos como la radiación solar más potente, dañina y 

desnaturalizante (Guerrero-Beltrán y Barbosa-Cánovas, 2004). Sin embargo, el 

ADNk no pudo detectarse a partir de las muestras sometidas a putrefacción, 

sugiriendo que el pelo contenido en coprolitos no es adecuado para la búsqueda 

de ADN, ya que las heces presentan las condiciones ideales para el crecimiento 

de bacterias que degradan los ácidos nucleicos como fuente de energía. 

En definitiva, este estudio ha demostrado que el análisis molecular del pelo de 

mamíferos silvestres podría utilizarse como método diagnóstico de la 

leishmaniosis visceral para poder ampliar el conocimiento sobre los 

hospedadores y reservorios de la enfermedad, siendo además una muestra que 

protege al ADN parasitario de diferentes condiciones adversas. 

Tras finalizar estos dos estudios, y para ampliar nuestros conocimientos sobre la 

capacidad del pelo para albergar ADNk en su interior, se analizó la cronología 

de la incorporación del ADNk al pelo durante el curso de una infección 

experimental por la especie de tropismo cutáneo L. major utilizando el modelo 

ratón BALB/c.  

El uso del modelo ratón ha permitido profundizar en las características de la 

respuesta inmune durante la infección por Leishmania, ya que en los ratones 

BALB/c la respuesta Th2 generada conduce a una lesión severa con ulceración, 
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necrosis y una extensa reacción inflamatoria que produce el desarrollo de la 

enfermedad sistémica (Sacks y Noben-Trauth, 2002).  

Para realizar el estudio, se utilizó el modelo animal de leishmaniosis cutánea L. 

major-Mus musculus con el fin de  examinar, cuantificar y monitorizar mediante 

qPCR la cronología de la aparición del ADN parasitario en el pelo 

correspondiente al sitio de inoculación y en el de una zona corporal alejada del 

mismo. La duración del estudio fue de 35 días, tomándose cada semana entre 10 

y 20 pelos de la oreja (sitio de inoculación) y de la pata (zona alejada). Los 

resultados de la qPCR del pelo obtenido de ambas zonas se compararon con los 

proporcionados por la técnica dilución límite y el tamaño del diámetro de la 

lesión de la oreja (sitio de inoculación). 

Utilizando el método qPCR se pudo detectar ADNk de L. major en el pelo 

procedente del sitio de inoculación (oreja) de uno de los animales a partir de la 

1ª semana post infección, aumentando gradualmente el número de animales 

positivos durante el transcurso del experimento. Por otro lado, en la zona alejada 

(pata), se comenzó a detectar a partir de la 3ª semana post infección. A punto 

final, todas las muestras fueron positivas, obteniéndose una cantidad de ADNk 

en la oreja 20 veces mayor que en la pata.  

La infección experimental dio como resultado la generación de las típicas lesiones 

localizadas en el sitio de inoculación, caracterizadas por eritema, induración y 

ulceración. Parece ser que el tamaño de la inflamación descrito previamente para 

este modelo (Ramírez et al., 2010) está directamente correlacionado con la 

detección de ADN parasitario en la oreja, la cual aumentó progresivamente 

durante el ensayo experimental.  Por lo tanto, es probable que la detección y el 

incremento en la cantidad de ADN parasitario sea una manifestación del grado 
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de la infección en la piel lesionada de la oreja. Además, tras la necropsia de los 

animales, mediante la técnica de la dilución límite se comprobó que la cantidad 

más alta de parásitos se obtuvo en la piel de la oreja.   

Estos resultados han reforzado nuestro punto de vista sobre las ventajas del uso 

del pelo para análisis moleculares. Al igual que se indicó anteriormente, 

proponemos dos mecanismos potenciales para explicar el origen del ADNk en el 

pelo de los animales infectados. El primero de ellos podría ser la incorporación 

directa del ADN parasitario en los queratinocitos de la piel y el pelo en el sitio de 

inoculación. Una vez que el ADN parasitario está incorporado entre los 

queratinocitos, podría pasar al pelo en formación durante el proceso de 

queratinización. El segundo mecanismo que proponemos es la incorporación del 

ADNk al pelo mediante la migración del mismo por el torrente sanguíneo, ya que 

así se podría explicar la presencia de ADNk de L. major en el pelo de las zonas 

de piel sana alejadas del sitio de inoculación. 

Por último, nuestros análisis proporcionan datos sobre la cronología de la 

dispersión del ADN parasitario tanto en las zonas sanas como en las lesionadas, 

los cuales pueden correlacionarse en el tiempo con el resto de análisis utilizados 

generalmente para monitorizar la infección y la progresión de la enfermedad. La 

monitorización del modelo de infección experimental ratón se realiza como 

norma general empleando técnicas inmunológicas (Iborra et al., 2003; Iniesta et 

al., 2008), además de detectar los parásitos mediante microscopía junto con 

técnicas moleculares como PCR convencional y a tiempo real (Buffet et al., 1995; 

Nicolas et al., 2002). Cabe destacar que las frecuentes tomas de sangre durante 

la infección podrían interferir con el ensayo experimental. Aunque ya se conocía 

un método sensible y específico de PCR a tiempo real capaz de detectar y 
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cuantificar ADN de Leishmania en tejidos de ratón (Nicolas et al., 2002), las 

muestras empleadas se obtuvieron tras la necropsia.  

Teniendo en cuenta todo lo anterior, podemos afirmar que el análisis por qPCR 

del pelo proporciona un gran valor científico para un diagnóstico fiable y sensible 

durante una infección en curso de L. major. Además, la detección de ADN 

exógeno en el pelo de ratón podría mejorar y facilitar el análisis de la efectividad 

de vacunas y fármacos anti-Leishmania, ya que este modelo es comúnmente 

utilizado para estudiar nuevos tratamientos y estrategias vacunales.  

Como hemos comprobado, la toma de muestras no invasivas para realizar 

análisis moleculares supone una gran ventaja, ya que no se produce ningún daño 

a los animales y además, en el caso de animales de compañía, su obtención es 

aceptada por los propietarios. Los resultados de sensibilidad obtenidos en los 

tres estudios realizados utilizando el pelo nos llevó a la búsqueda de otros 

métodos alternativos no invasivos apropiados para el diagnóstico molecular de 

la leishmaniosis. 

Al igual que sucede en el pelo, también se ha descrito que el cerumen es capaz 

de acumular sustancias exógenas tales como pesticidas y metales (Krishnan y  

Que Hee, 1992), además de haber sido utilizado como medio para la 

monitorización biológica de compuestos sintéticos (Guy et al., 1999). También se 

ha descrito la presencia de ADN del virus de la hepatitis B en cerumen 

humano (Parizad et al., 2011). Esta muestra se compone de los productos 

secretados por las glándulas sebáceas y ceruminosas localizadas en el canal 

auditivo (Beatrice et al., 2009) y por células epiteliales queratinizadas descamadas, 

es decir, queratinocitos (Cole, 2009). La composición del cerumen junto con la 
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capacidad de acumular tóxicos y ADN descrita anteriormente nos llevaron a 

pensar en que el ADNk de Leishmania podría incorporarse al cerumen, bien por 

eliminación transepidérmica (Karram et al., 2012) o por migración a través del 

torrente sanguíneo, ya que la oreja y el propio canal auditivo reciben sangre de 

un gran número de arterias (Steven-Sparks, 2012).  

Hay que añadir que el cerumen es también una muestra muy sencilla de obtener 

utilizando hisopos de algodón y que, al igual que el pelo, no necesita condiciones 

especiales de almacenaje o conservación.  

Por todas estas razones, el último trabajo incluido en la tesis fue diseñado para 

examinar la posible participación del cerumen de perros con leishmaniosis en el 

aislamiento y eliminación de secuencias exógenas de ADN del parásito, 

analizando las muestras por qPCR.   

El cerumen se obtuvo frotando sobre la superficie del canal auditivo externo con 

un hisopo de algodón previamente tratado con rayos UV. Para extraer el ADN 

del cerumen se utilizó el mismo proceso empleado para las muestras de pelo, 

obteniéndose un sobrenadante a partir del cual se realizó una extracción 

satisfactoria del ADN con un kit comercial, confirmada por los resultados de qPCR. 

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el ADNk de Leishmania 

pudo detectarse y cuantificarse en el cerumen de 30 de los 33 perros con 

leishmaniosis analizados, proporcionando la primera descripción de la presencia 

de ADN parasitario en muestras de cerumen canino. El ADNk se obtuvo 

independientemente de la presencia de lesiones cutáneas en la oreja, ya que 

algunos de los perros sólo mostraron linfadenopatía, detectándose incluso en un 

animal asintomático.  



DISCUSIÓN 

 

 

 
107 

La utilización de hisopos de algodón como soporte para la toma de muestras 

está cobrando cada vez más importancia para el diagnóstico molecular de la 

Lcan (De Andrade y Melo, 2014). Numerosos autores han demostrado que el 

hisopo conjuntival es adecuado para el diagnóstico molecular de la leishmaniosis 

visceral en perros tanto sintomáticos como asintomáticos, e incluso en zonas no 

endémicas, mostrando una alta sensibilidad comparada con la obtenida para 

muestras invasivas (Strauss-Ayali et al., 2004; Leite et al., 2010; Lombardo et al., 

2012; De Almeida Ferreira et al., 2012; Ferreira et al., 2013; Geisweid et al., 2013; 

Carvalho Ferreira et al., 2014). Por el contrario, otros autores obtuvieron baja 

sensibilidad utilizando esta muestra, afirmando que sólo es adecuada en los 

casos en los que existan cargas parasitarias elevadas (Galletti et al., 2011). Los 

hisopos orales también se han estudiado, proporcionando resultados 

contradictorios. Mientras que algunos autores obtuvieron baja sensibilidad 

analizando estas muestras (Lombardo et al., 2012), otros describieron que el 

grado de positividad obtenido fue similar al alcanzado mediante muestras 

invasivas (Ferreira et al., 2013). Estos mismos autores también estudiaron el uso 

de hisopos nasales y auriculares (obtenidos frotando con un hisopo la superficie 

interna de la oreja previamente desinfectada). Los resultados que 

proporcionaron los hisopos nasales fueron equivalentes a los obtenidos 

analizando muestras invasivas, sin embargo con los auriculares se obtuvo una 

baja sensibilidad, no siendo posible determinar la carga parasitaria en este tipo 

de muestra. Finalmente, en un estudio experimental de publicación 

reciente (Hernández et al., 2015), los autores obtuvieron mayor carga parasitaria 

analizando hisopos de la mucosa de la vulva en comparación con la hallada en 



DISCUSIÓN 

 

 
108 

hisopos orales y conjuntivales, pero menor que la obtenida analizando muestras 

invasivas.  

Teniendo lo anterior en cuenta, creemos que los resultados contradictorios 

obtenidos analizando distintos tipos de muestras no invasivas obtenidas con 

hisopos son debidos a los diferentes protocolos de PCR utilizados (ADN diana, 

tipo de reactivos, etc.), así como a los distintos métodos de extracción de ADN 

empleados para cada uno de los ensayos. 

Volviendo a nuestro estudio, el método cerumen-qPCR mostró una sensibilidad 

similar a la obtenida en el análisis de muestras de ganglio linfático y algo mayor 

a la proporcionada por las muestras de médula ósea. De acuerdo con las 

publicaciones de otros autores (Strauss-Ayali et al., 2004; Leite et al., 2010; De 

Almeida Ferreira et al., 2012; Lombardo et al., 2012), la menor sensibilidad la 

obtuvimos en el análisis de las muestras de sangre: 12 perros con resultados 

negativos en sangre mostraron resultados positivos para la qPCR de cerumen.  

La especificidad del método fue del 100% en todos los casos. 

Aunque la carga parasitaria obtenida en el cerumen fue baja, la consideramos 

suficiente para asegurar el diagnóstico de la enfermedad en la mayoría de los 

casos, ya que los resultados fueron confirmados por el resto de las técnicas 

empleadas.  

Creemos que la diana utilizada (ADNk) y la condición clínica de la población 

canina estudiada han mejorado la sensibilidad de la técnica, aunque es necesario 

realizar futuros estudios para determinar con fiabilidad la cronobiología de la 

incorporación del ADNk de Leishmania al cerumen en el transcurso de la 

enfermedad. 
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La utilización de cerumen para análisis de PCR presenta numerosas ventajas. La 

recogida de la muestra es no invasiva, rápida (apropiada para poblaciones de 

perros con un gran número de individuos) y muy sencilla, y que las muestras no 

necesitan condiciones especiales de transporte y conservación (aunque 

recomendamos congelarlas cuando sea necesario un almacenaje a largo plazo).  

Por estas características proponemos el cerumen como una nueva muestra a 

tener en cuenta para el diagnóstico molecular de la Lcan. 

Tras la realización de los cuatro trabajos incluidos en la tesis podemos afirmar 

que los queratinocitos epidérmicos, el pelo y el cerumen son muestras no 

invasivas apropiadas para el diagnóstico molecular de las leishmaniosis. Además, 

hemos contribuido a ampliar el conocimiento de la fisiología del pelo y del 

cerumen al comprobar que son capaces de retener material genético exógeno, 

en nuestro caso ADNk parasitario de L. infantum y L. major. Futuras 

investigaciones podrían ampliar el conocimiento sobre estas muestras y su 

aplicación en el diagnóstico de la leishmaniosis visceral. Por ejemplo, sería muy 

interesante comparar la sensibilidad del pelo frente al cerumen con estudios 

epidemiológicos a gran escala analizando un gran número de individuos, a ser 

posible con distintas características (sintomáticos y asintomáticos). Otra cuestión 

a tener en cuenta sería comprobar si la sensibilidad del método qPCR-pelo 

aumenta al utilizar pelo procedente de lesiones dérmicas frente al sano. Por 

último, confirmar la utilidad de nuestro método para el análisis de muestras 

humanas supondría un importante avance para el diagnóstico de la enfermedad 

en las zonas más afectadas. 
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5. CONCLUSIONES 

1. Los queratinocitos epidérmicos, el pelo y el cerumen son muestras no invasivas 

apropiadas para el diagnóstico molecular de las leishmaniosis. 

2. Se ha demostrado la presencia del ADN del kinetoplasto de Leishmania 

infantum en el pelo y queratinocitos procedentes de perros con leishmaniosis y 

en el pelo de diversas especies de mamíferos silvestres. 

3. Se ha determinado la cronología de la incorporación del ADN del kinetoplasto 

de Leishmania major al pelo mediante un modelo experimental con ratones 

BALB/c.  

4. Se ha comprobado que el pelo, tras ser sometido a diferentes condiciones 

adversas, es capaz de proteger el ADN de Leishmania contenido en su interior  

5. Se ha demostrado la presencia del ADN del kinetoplasto de Leishmania 

infantum en el cerumen de perros con leishmaniosis.  

6. El método qPCR desarrollado, enfocado al análisis del pelo y el cerumen de 

perros con leishmaniosis, proporciona resultados con una sensibilidad 

equiparable a la obtenida con muestras invasivas y con el 100% de especificidad.  

7. La utilización de pelo y cerumen para el diagnóstico molecular de la 

leishmaniosis canina conlleva una serie de ventajas debido a su obtención no 

invasiva, sin necesidad de condiciones especiales de transporte, almacenaje o 

conservación. 

8. Se ha ampliado el conocimiento de la fisiología de la piel y sus anejos al 

comprobar que son capaces de retener y eliminar material biológico exógeno: el 

ADN del kinetoplasto de Leishmania infantum y Leishmania major. 
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7. ANEXO 

Descripción del método PCR a tiempo real utilizado en la Tesis 

En la PCR a Tiempo Real, la amplificación y la detección del ADN diana se producen de 

manera simultánea en los pocillos de la placa. Además, este ADN puede medirse en cada 

momento mediante detección por fluorescencia, que será proporcional a la cantidad de 

ADN diana formado.  

A continuación se describe el desarrollo de la técnica PCR a tiempo real utilizada en cada 

una de las publicaciones incluidas en la Tesis. 

1. Detection of Leishmania infantum kinetoplast minicircle DNA by Real Time PCR in hair 

of dogs with leishmaniosis 

En este trabajo se realizaron experimentos de cuantificación relativa a un gen endógeno 

y de cuantificación absoluta mediante recta patrón. 

Cuantificación relativa 

Este método se realizó en primer lugar mediante un experimento de Ct comparativo.i  En 

este tipo de ensayo se comparó entre las distintas muestras problema la expresión del 

ADN diana (ADN del kinetoplasto o ADNk de Leishmania) frente a la de un gen 

constitutivo o endógeno, referencia interna del ADN genómico canino (gen Eucariotik 

18S rRNA). 

Para llevar a cabo el experimento fue necesario preparar dos mezclas madre, LeishTaq y 

18S, que constaban de diferentes componentes añadidos en una proporción 

determinada. 

La mezcla LeishTaq contenía los "primers" (cebadores) necesarios para conseguir 

amplificar ADNk de parásitos del género Leishmania en las muestras problema, así como 

una sonda (probe) TaqMan diseñada para emitir fluorescencia al unirse a una región 
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conservada del kinetoplasto de dichos parásitos. Tanto los cebadores como la sonda 

fueron diseñados por Francino et al., 2006.ii 

Los cebadores, utilizados a una concentración de 20 µM, fueron los siguientes: 

•Cebador forward (Leish-1): 5'-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3' 

•Cebador reverse (Leish-2): 5'-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3'  

La sonda TaqMan, de secuencia 6-FAM-5'-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3'-MGB, se utilizó 

a una concentración de 10 µM.  

La mezcla 18S contenía los cebadores para amplificar un gen constitutivo (Eucariotik 18S 

rRNA), presente en todas las células de un organismo. Si este gen no amplificaba, 

indicaba que no existía material genético propio del individuo y que por tanto la 

extracción no se había realizado correctamente. 

En las siguientes tablas se indica la composición de ambas mezclas.  De cada una de ellas 

se preparó cantidad suficiente para 50 pocillos.  

 

Mezcla LeishTaq   Mezcla 18S 

Nº de pocillos µl por pocillo µl totales   Nº de pocillos µl por pocillo µl totales 

50  

 

X 12,5 

Master Mix 
625 

  

 

50  

 

X12,5 

Master Mix 
625 

X 0,625  

Sonda 
31,25 

  X 1,25 

18S 
62,50 

X 1,125 

Leish-1 
56,25 

  X 6,25 

H2O 
312,5 

X 1,125 

Leish-2 
56,25 

   

X 4,625 

H2O MilliQ 
231,25 

  

 

 

A continuación, para la preparación de la placa de PCR (96 pocillos), se añadieron 20 

µl/pocillo de la mezcla LeishTaq en la mitad superior. Se repitió el proceso con la mitad 

inferior de la placa y la mezcla 18S, según el esquema siguiente: 



ANEXO 

 

 

 
135 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  

A Muestra 1 Muestra 2     

Mezcla LeishTaq 

20 µl/pocillo 

B       

C       

D     Control + Control- 

E Muestra 1 Muestra 2     

Mezcla 18S 

20 µl/pocillo 

F       

G       

H     Control + Control- 

 

Como puede observarse en el esquema, las muestras se analizaron por duplicado en 

cada una de las mitades de la placa. Una vez preparado el experimento, cada pocillo 

contenía 25 µl (una solución de 20 µl de mezcla + 5 µl de ADN problema). 

En cada uno de los ensayos se incluyó un control positivo (ADN extraído de 55.000 

promastigotes de Leishmania infantum, cepa MCAN/ES/1996/BCN150 zimodema MON-

1) y un control negativo (ADN extraído de la sangre de un perro sano). 

Una vez preparada la placa, se introdujo en el equipo StepOne Plus Real Time PCR 

System de Applied Biosystems. Las condiciones de amplificación utilizadas se describen 

a continuación: 

•Paso inicial de incubación: 50ºC durante 2 minutos. 

•Paso inicial de desnaturalización: 95ºC durante 10 minutos. 

•40 ciclos de desnaturalización (95ºC durante 15 segundos) e hibridación-extensión (60ºC 

durante 1 minuto). 

Al finalizar el experimento el equipo proporcionaba valores de Ciclo threshold o Ctiii y de 

cuantificación relativa o RQ, expresados en logaritmos. 

Las muestras se consideraron positivas si se detectaba amplificación en ambos duplicados, 

y además la media de los Ct de ambos duplicados debía ser menor a 35.iv  
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Además, tenía que cumplirse que el log10RQ de cada muestra fuese superior al 5% del 

log10RQ del control positivo. 

En la siguiente imagen pueden observarse los valores del log10RQ, tanto de las muestras 

problema como de los controles, obtenidos en uno de los ensayos.  

 

Cuantificación absoluta 

Una vez realizado con éxito el experimento de cuantificación relativa, se decidió llevar a 

cabo una cuantificación absoluta del ADNk presente en las muestras problema mediante 

una recta patrón.v Por lo tanto en el laboratorio se fabricó una recta con cantidades 

conocidas de ADN de L. infantum, obtenido a partir de un cultivo de parásitos. 

Para realizar la recta lo primero que se hizo fue preparar 3 soluciones (Leish-A, B y C) 

con cantidades conocidas de parásitos previamente obtenidos en cultivo, tal y como se 

describe a continuación: 

 •Solución Leish-A: 100 parásitos/µl: obtenida al mezclar 100 µl de una solución de 13.750 

parasitos/µl + 13,650 ml de H2O MilliQ. 
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•Solución Leish-B: 25 parásitos/µl: obtenida al mezclar 25 µl de una solución de 13.750 

parasitos/µl + 13,725 ml de H2O MilliQ. 

•Solución Leish-C: 5 parásitos/µl: obtenida al mezclar 100 µl de la solución Leish-B + 400 

µl de H2O MilliQ. 

El segundo paso fue preparar 6 puntos o diluciones (DIL) de cantidades conocidas de 

parásitos (desde 15.360 a 15) utilizando las soluciones realizadas anteriormente, siguiendo 

las proporciones que se describen en la siguiente tabla: 

 

Dilución Cantidad de parásitos Mezcla 

1 15.360 153,6 µl Leish-A + 46,4 µl H2O 

2 3.840 153,6 µl Leish-B + 46,4 µl H2O 

3 960 38,4 µl Leish-B + 161,6 µl H2O 

4 240 48 µl Leish-C + 152 µl H2O 

5 60 12 µl Leish-C + 188 µl H2O 

6 15 3 µl Leish-C + 197 µl H2O 

 

Una vez obtenidas las diluciones se extrajo el ADN de cada una de ellas. A continuación 

se preparó la mezcla, en este caso dos viales de LeishTaq, siguiendo las mismas 

proporciones que en el experimento anterior. En toda la placa se añadieron 20 µl de esta 

mezcla por pocillo. Una vez preparado el experimento, cada pocillo contenía 25 µl (una 

solución de 20 µl de mezcla LeishTaq + 5 µl de ADN problema, incluyendo las diluciones). 

En esta ocasión todas las muestras se analizaron por triplicado, siendo las condiciones 

de amplificación utilizadas las mismas que para el experimento anterior. 

A la hora de definir la recta patrón en el equipo StepOne, a cada solución patrón se le 

asoció el valor correspondiente a la cantidad inicial de parásitos. Esto permitió al equipo 

estimar automáticamente la cantidad de parásitos a la que correspondía el ADN de 

Leishmania presente en las muestras problema. Las muestras se ordenaron en la placa 

según el siguiente esquema: 
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Las muestras problema se consideraron positivas si se detectaba amplificación en todos 

los replicados. Además, la media de los Ct de los triplicados debía ser menor a 35. 

En la siguiente imagen puede observarse una de las rectas patrón obtenidas en este 

trabajo. 

 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  

A DIL 1 DIL 2 DIL 3 DIL 4 

Mezcla LeishTaq 

20  µl/pocillo 

B DIL 5 DIL 6 Muestra 1 Muestra 2 

C     

D     

E     

F     

G     

H   Control + Control - 
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2. First detection of Leishmania infantum kinetoplast DNA in hair of wild mammals: 

application of qPCR method to determine potential parasite reservoirs y Detection and 

chronology of parasitic kinetoplast DNA presence in hair of experimental Leishmania 

major infected BALB/c mice by Real Time PCR 

En estos dos trabajos se utilizó el mismo método de cuantificación absoluta mediante 

recta patrón estandarizado para la publicación anterior. 

 

3. First detection of Leishmania kDNA in canine cerumen samples by qPCR. 

En este último trabajo decidimos optimizar la mezcla LeishTaq, y comprobamos que 

reduciendo la cantidad de reactivos obteníamos los mismos resultados. 

También se decidió mejorar la recta patrón tras consultar bibliografía especializada sobre 

el tema, vi  no sólo realizando nuevas diluciones, sino también teniendo en cuenta 

parámetros relacionados con la evaluación de la fiabilidad de la propia recta, calculados 

automáticamente en cada ensayo. Por ello la recta obtenida en cada ensayo se sometió 

a un control de calidad, debiendo cumplir una serie de criterios que se describirán en 

este apartado.  

Preparación de la recta patrón 

Se decidió ampliar el rango de las concentraciones utilizadas en la recta patrón para 

poder abarcar los posibles valores esperados de carga parasitaria (desde cargas elevadas 

a muy bajas), y conseguir así afinar lo máximo posible la cuantificación y, por tanto, el 

método. 

La nueva recta se obtuvo a partir de 6 diluciones patrón (DIL1-DIL6) con un número de 

parásitos de 50.000, 5.000, 500, 50, 5 y 0,5 respectivamente (diluciones 1:10). 

Esta recta se preparó a partir de 1 vial de concentrado de parásitos de 75 µl que contenía 

un millón de promastigotes de L. infantum, al que se le añadieron 425 µl de agua MilliQ, 

obteniendo un volumen final de 500 µl. Este volumen se dividió en 4 alícuotas de 125 µl 
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y cada una de ellas se sometió al proceso de extracción de ADN. Tres de estas 4 alícuotas 

fueron congeladas. A la cuarta se le añadió 400 µl de tampón Tris-EDTA (T-E), 

obteniendo la DIL1 (ADN correspondiente a 50.000 parásitos). A partir de esta solución 

se realizaron diluciones 1:10 para la obtención del resto de puntos según se indica en la 

siguiente tabla. 

Nombre Dilución Volumen final 

DIL1 (50.000 parásitos 500 µl 450 µl 

DIL2 (5.000 parásitos) 50 µl DIL1 + 450 µl T-E  370 µl* 

DIL3 (500 parásitos) 50 µl DIL2 + 450 µl T-E 450 µl 

DIL4 (50 parásitos) 50 µl DIL3 + 450 µl T-E 450 µl 

DIL5 (5 parásitos) 50 µl DIL4 + 450 µl T-E 450 µl 

DIL6 (0,5 parásitos) 50 µl DIL5 + 450 µl T-E 500 µl 

 

Además también se preparó un control positivo de 1000 parásitos a partir del punto 2 de 

la recta patrón (DIL2). Para ello se tomaron 80 µl* de esta solución, a los que se le 

añadieron 320 µl de tampón T-E.  En los ensayos también se incluyó un control negativo 

consistente en tampón T-E, para detectar posibles contaminaciones en los reactivos. 

El volumen final para cada punto se dividió en alícuotas de 15 µl, que fueron almacenadas 

en congelación a -80ºC. Estos volúmenes, de un solo uso, evitaron la realización de 

sucesivos procesos de congelación-descongelación del reactivo. 

Preparación de la mezcla LeishTaq 

La mezcla LeishTaq estaba formada por los mismos componentes descritos en el 

apartado 1 del Anexo, aunque esta vez se optimizó la cantidad de los reactivos según lo 

reflejado en la siguiente tabla: 
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Reactivo 
Composición mezcla LeishTaq 

μl por pocillo μl para 50 pocillos 

Master Mix  10 500 

Sonda TaqMan 0,4 20 

Leish-1 0,3 15 

Leish-2 0,3 15 

H2O MilliQ 5 250 

 

En este caso, en cada pocillo se añadieron 16 µl de la mezcla LeishTaq + 4 µl de ADN, 

(volumen final de 20 µl). Tanto la distribución de las muestras en la placa (analizadas por 

triplicado) como las condiciones de amplificación, fueron similares a las descritas para los 

experimentos de curva patrón del apartado 1 del Anexo.  

Análisis de los resultados 

Una vez finalizados los experimentos, el equipo Step One proporcionó automáticamente 

los siguientes parámetros: 

•Ciclo umbral (Ct): Valores individuales y media de los 3 replicados de cada muestra con 

su desviación estándar. 

•Cantidad estimada de parásitos (Q): Valores individuales y media de los 3 replicados de 

cada muestra con su desviación estándar. 

•Coeficiente de determinación R2. 

•Recta de regresión: Ct= pendiente (LogQ) + Y-intercept, siendo Y-intercept el valor de 

Ct esperado para una cantidad = 1.  

•Eficiencia de la reacción, [(10(-1/pendiente))-1]*100: se calcula usando la pendiente de la recta 

patrón. Una pendiente de -3,32 implica una eficiencia de la reacción del 100%. 

 



ANEXO 

 

 
142 

Para que un experimento de recta patrón fuese considerado válido, debían cumplirse los 

siguientes requisitos: 

-La media de los Ct de las diluciones o puntos de la recta patrón (DIL1-DIL6) debían ser 

< 35. 

-El coeficiente R2 obtenido en la regresión debía ser ≥ 0,98. Este coeficiente refleja la 

linealidad de la recta, siendo 0,999 el valor máximo que generalmente puede alcanzar.  

-La pendiente de la recta debía situarse entre -3,58 y -3,10. 

-La eficiencia de la reacción debía situarse entre 90-110%. 

En la siguiente imagen puede observarse una de las rectas patrón que se obtuvo en este 

trabajo (representada como puntos rojos), que cumple perfectamente con los criterios 

establecidos. 

 

Además, la cantidad estimada de parásitos obtenida para el control positivo (punto azul 

en la imagen anterior) debía ser 1000 ± 250, y no debía observarse amplificación en los 

pocillos del control negativo. 
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Clasificación de las muestras 

En función de los resultados obtenidos: 

• Una muestra se consideró positiva si se detectaba amplificación en los tres pocillos, con 

un valor medio del Ct menor o igual al valor del Y-intercept de cada ensayo (siendo Y-

intercept el valor de Ct esperado para una cantidad = 1). 

• Una muestra se consideró negativa cuando no se detectaba amplificación en ninguno 

de los tres pocillos, con un valor medio del Ct mayor al valor del Y-intercept de cada 

ensayo (siendo Y-intercept el valor de Ct esperado para una cantidad = 1). 

 

Este es el método que actualmente se utiliza en el Laboratorio LeishmanCeres, y ha 

demostrado ser fiable, preciso, sensible y específico para el diagnóstico de los diferentes 

tipos de leishmaniosis utilizando todo tipo de muestras.  

Además, el método es apropiado para el análisis de muestras obtenidas de manera no 

invasiva, tema central de la presente Tesis Doctoral. 

 

Notas: 
 

i  Livak, K.J., Schmittgen, T.D., 2001. Analysis of relative gene expression data using real-time 
quantitative PCR and the 2−∆∆CT method. Methods 25, 402–408. 
 
ii Francino, O., Altet, L., Sánchez-Robert, E., Rodríguez, A., Solano-Gallego, L., Alberola, J., Ferrer, 
L., Sánchez, A., Roura, X., 2006. Advantages of real- time PCR assay for diagnosis   and monitoring 
of canine leishmaniosis. Vet. Parasitol. 137, 214–221. 
 
iii Ct: ciclo de amplificación en el cual el equipo comienza a detectar la fluorescencia  
 
iv Applied Biosystems Application Note, 2006. Amplification efficiency of TaqMan gene expression 
assays. 
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcbmarketing/documents/generaldocuments/c
ms 040377.pdf 
 
v Rutledge, R.G., Côte, C., 2003. Mathematics of quantitative kinetic PCR and the application of 
standard curves. Nucleic Acids Res. 31 (16), e93. 
 
vi Life Technologies, 2012. Real time PCR handbook. 
http://find.lifetechnologies.com/Global/FileLib/qPCR/RealTimePCR_Handbook_Update_FLR.pdf. 
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