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1. RESUMEN/ABSTRACT

La leishmaniosis es una enfermedad zoondtica transmitida por vectores y causada por diferentes
parasitos de Leishmania. En Europa, la especie de Leishmania mas prevalente y descrita es
Leishmania infantum y se transmite a través de diferentes especies de flebdtomos. El papel
epidemioldgico del perro como principal reservorio doméstico ha sido ampliamente estudiado.
Sin embargo, el ciclo rural de transmisién de Leishmania podria afectar a otros animales como

la fauna silvestre o los animales de produccion.

El objetivo de este estudio fue analizar la presencia de anticuerpos anti-Leishmania en diferentes
rebafios de ovejas y cabras de una zona geografica de Alemania donde se ha descrito
recientemente la presencia de especies de flebétomos competentes para transmitir la infeccion.
Para ello se obtuvieron muestras de suero de pequeiios rumiantes de un estudio previo de
prevalencia de anticuerpos contra Coxiella burnetii. De este conjunto de muestras, se
seleccionaron sueros de seis rebafios situados en el estado federal de Baden-Wuerttemberg
para determinar anticuerpos contra L. infantum. En total, se analizaron 237 sueros (222 hembras
y 15 machos) de ovinos y 10 muestras de suero (10 hembras) de caprinos que se analizaron
mediante una técnica de ELISA de tipo casero. El punto de corte en las ovejas se fijo en 0,38
unidades de densidad dptica, mientras que en las cabras el punto de corte se fijé en 0,26
unidades de densidad éptica. En todos los casos, los resultados superiores a estos valores se
consideraron positivos. En el estudio serolégico se detectaron un total de 4 animales positivos,
todos ellos ovinos, ninguna de las cabras dio positivo a los anticuerpos contra L. infantum. La
seroprevalencia de la infeccion por L. infantum en ovinos fue de 1,69%. Nuestro estudio revela

la exposicidon de ovejas a L. infantum en una zona no endémica como es Alemania.



ABSTRACT

Leishmaniosis is a zoonotic vector-borne disease caused by different Leishmania parasites. In
Europe, Leishmania infantum is the most prevalent Leishmania species described, and this
protozoan is transmitted by different species of sand flies. The epidemiological role of the dog
as the main domestic reservoir has been extensively studied. However, the rural cycle of

Leishmania transmission could affect other animals, such as wildlife or farm animals.

The aim of this study was to analyze the presence of anti-Leishmania antibodies in different
flocks of sheep and goats in a geographical area of Germany where the presence of competent
Phlebotomus species to transmit the infection has recently been described. To this end, serum
samples were obtained from small ruminants from a previous study of prevalence of antibodies
against Coxiella burnetii. From this sample pool, sera from six flocks located in the federal state
of Baden-Wuerttemberg were selected to determine L. infantum antibodies. In total, 237 sera
(222 females and 15 males) from sheep and 10 serum samples (10 females) from goats were
analysed using a home-type ELISA technique. The cut-off point in sheep was set to 0.38 optical
density units, while in goats the cut-off was set to 0.26 optical density units. In all cases, results
above these values were considered positive. In the serological study, a total of 4 positive
animals were detected, all of them were sheep, none of the goats tested positive for antibodies
against L. infantum. The seroprevalence of L. infantum infection in sheep was 1.69%. Our study

reveals the exposure of sheep to L. infantum in a non-endemic area such as Germany.



2. INTRODUCCION

La leishmaniosis engloba una serie de enfermedades causadas por los parasitos del género
Leishmania que se transmiten por la picadura de flebdtomos hembras infectadas del género
Phlebotomus en el Viejo Mundo y del género Lutzomyia en el Nuevo Mundo (WOAH, 2021). Se
entiende por “Nuevo Mundo” a América y por “Viejo Mundo” a Europa, Africa y Asia. La especie
de parasito mas importante en el Viejo Mundo es Leishmania infantum siendo este sinébnimo de

Leishmania chagasi en el Nuevo Mundo (Solano-Gallego et al., 2009).

La infeccidn por Leishmania puede ser antropondtica (de humano a humano) o zoonética (de
animales salvajes o domésticos a humanos). En humanos se han descrito tres manifestaciones
clinicas de la enfermedad que son la leishmaniosis cutanea (LC), leishmaniosis visceral (LV) y
leishmaniosis mucocutanea (MCL) y su aparicion depende de la especie de Leishmania y la
respuesta inmunitaria del hospedador (Cardoso et al., 2021). El principal reservorio doméstico
de L. infantum para el hombre es el perro (Quinnell et al., 2009). La leishmaniosis canina causada
por L. infantum puede dar lugar a diferentes manifestaciones clinicas que varian desde una
infeccidn subclinica donde no se aprecian signos clinicos, hasta la forma grave y mortal de la
enfermedad (Ruiz et al., 2023). En el gato, la leishmaniosis felina causada por L. infantum se ha
reportado en areas endémicas y con menos frecuencia en dreas no endémicas durante las

ultimas dos décadas, por lo que parece ser una enfermedad felina emergente (WOAH, 2021).

Ademas de los principales reservorios, puede haber otros reservorios involucrados que pueden
mantener temporalmente el parasito, pudiendo tener un papel importante en la transmisién de
la infeccién y que todavia no se conocen (Rezaei et al., 2022). Por ello, la identificacién de

reservorios es de vital importancia en programas de control de la infeccion (Cardoso et al., 2021).



2.1. Ciclo bioldgico

Leishmania es un parasito bifasico que completa su ciclo biolégico en dos hospedadores, por un
lado, el fleb6tomo vector que alberga la forma de promastigote flagelado extracelular y por otra
parte el hospedador mamifero donde se desarrolla la forma de amastigote intracelular (Solano-

Gallego et al., 2009).

Los flebétomos hembras pican al hospedador vertebrado inyectando en él los promastigotes
durante la ingestion de sangre. Una vez se encuentran en la herida, los promastigotes son
fagocitados por macrdéfagos y otras células fagociticas mononucleares, donde posteriormente
se transformardn en amastigotes. El parasito es capaz de evadir la respuesta inmune del
hospedador para multiplicarse por division simple e infectar otras células fagociticas
mononucleares. La progresién de la infeccién dependera de la eficacia de la respuesta inmune
del hospedador (Solano-Gallego et al., 2009). Cuando otro flebétomo ingiera de nuevo la sangre
del hospedador vertebrado se llevard consigo las células infectadas de amastigotes, que
migraran al intestino del vector para transformarse en promastigotes. Finalmente, migran a la

probdscide del fleb6tomo (CDC, 2017).



2.2. Leishmaniosis en otros animales

Los perros son considerados los principales reservorios de la infeccidén para L. infantum, con una
seroprevalencia de entre 5 y 30% en la cuenca mediterranea (Solano-Gallego et al., 2009). Sin
embargo, la ineficacia de las medidas de control apunta a la existencia de reservorios
vertebrados diferentes al perro (Millan et al., 2014). Ademas, estudios realizados demuestran
gue en Europa estos reservorios vertebrados pueden tratarse de animales domésticos y salvajes

(Cardoso et al., 2021).

En la familia Bovidae se ha detectado un Unico caso de leishmaniosis en una vaca Brown Swiss
de 7 afios procedente de Suiza. La vaca presentaba varias lesiones cutdneas ulcerativas en el
hocico, zona carpiana, base de las orejas, ubre y pared tordcica. Los resultados fueron positivos
para anticuerpos anti-Leishmania tanto en la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl)
como en la técnica de ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) (Lobsiger et al.,
2010). Recientemente, se ha reportado por primera vez un caso de leishmaniosis en una cabra
enana africana en Espafia, considerada zona altamente endémica para la leishmaniosis canina.
El animal mostraba una dermatitis exfoliativa generalizada acompafnada de linfadenomegalia y
con resultado positivo por serologia cuantitativa presentando niveles moderados de anticuerpos

anti-Leishmania (Ruiz et al., 2023).

Asimismo, recientemente se ha descrito en Valencia la infeccion en un huréon doméstico
(Mustela putorius furo). El animal tenia 4 afios y presentaba una lesidn papular eritematosa,
edematosa y no pruriginosa en el pabelldn auricular derecho. Las pruebas histopatoldgicas
revelaron una dermatitis piogranulomatosa crénica y formas intracitoplasmdaticas compatibles
con amastigotes de Leishmania en macréfagos y células gigantes multinucleadas. La infeccién
por L. infantum fue confirmada mediante cultivo, reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo
real (QPCR) e inmunohistoquimica (IHC). Ademas, las pruebas IFl, ELISA y Western Blot (WB)

permitieron detectar la presencia de anticuerpos anti-Leishmania (Giner et al., 2020).



Otro de los casos destacables de leishmaniosis en especies no habituales se dio en Alemania, en
el estado de Bavaria, donde un potro de 3’5 afios presentaba un pequefio nédulo dérmico cerca
del pdrpado inferior. A los dos afios de resecarlo, el bulto reaparecié y crecié rapidamente. El
diagnéstico de la leishmaniosis cutdnea se basé en histopatologia, IHC y microscopia electrdnica.
Se identific6 como agente causal L. infantum mediante PCR y la técnica de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP), pero no se detectaron anticuerpos anti-Leishmania

en el suero (Koehler et al., 2002).

2.3. Leishmaniosis en ovejas

Se dispone de poca informacidén acerca del papel epidemioldgico de la oveja en la infeccidén de
Leishmania spp. debido a la naturaleza asintomatica que adopta en esta especie, no habiéndose
detectado ningun caso clinico en Europa. Sin embargo, se han realizado varios estudios en

diferentes paises a nivel internacional para evaluar esta hipotesis.

El estudio realizado en zonas endémicas para leishmaniosis cutanea y visceral en el sur de Irdn
consta de 181 muestras sanguineas de ganado, compuesto por 114 cabras, 16 vacas, 49 ovejas
y 2 burros. Estas muestras fueron examinadas para detectar ADN y anticuerpos usando métodos
moleculares y la prueba de aglutinacion directa (DAT). Los resultados muestran que un 28,2%

de animales examinados fueron positivos (Rezaei et al., 2022).

En China, donde L. infantum causa el subtipo desértico de leishmaniosis visceral que afecta a
nifios menores de 2 afios y tiene una mortalidad del 95%, se ha estudiado la infeccion de
Leishmania en muestras sanguineas de 114 ovejas utilizando dos técnicas distintas. Con la
prueba de tira inmunocromatografica rk39 se detectaron un 26,32% (30/114) de muestras
positivas, mientras que con la PCR anidada fueron 54,39% (62/114). No se encontré asociacion

significativa entre la deteccion positiva de Leishmania y la edad de las ovejas (Han et al., 2018).



En lo que respecta a Europa, se ha investigado la infeccidon de Leishmania en ovejas en dos paises
de la cuenca mediterrdnea. El primer estudio se llevé a cabo en Grecia, donde se recogieron 361
muestras de suero de ovejas y 179 de cabras de distintas granjas y se examinaron con la técnica
ELISA obteniendo una ausencia de anticuerpos anti-Leishmania. Este resultado se atribuyé al
hecho de que las ovejas y las cabras no son hospedadores naturales del parasito (Kantzoura et

al., 2013).

Sin embargo, un estudio mas reciente realizado en Espafia muestra que las ovejas de paises
mediterraneos europeos estan expuestas a L. infantum. Para llegar a esa conclusién analizaron
302 muestras de suero de ovejas de diferentes regiones, zonas de cria, razas y edades utilizando
la técnica ELISA y 28 animales resultaron positivos a anticuerpos anti-Leishmania (9,27%).
Ademas, se observé una relacidn relevante entre la edad de las ovejas y la seropositividad y el
género de las ovejas y la seropositividad, siendo las ovejas adultas y hembras las que mostraron

mayor indice de seropositividad (Villanueva-Saz et al., 2024).

2.3.1. Diagnostico de Leishmania en ovejas

La leishmaniosis se diagnostica desde un punto de vista integrado teniendo en consideracién la
informacién del animal, su historial veterinario, los hallazgos de la exploracidn clinica y los
resultados de las pruebas diagndsticas (WOAH, 2021). Las mismas técnicas de confirmacién de
la infeccidn por L. infantum utilizadas en perros, gatos y hurones pueden ser validos para el

ovino, siempre y cuando se adapte previamente a la especie (Villanueva-Saz et al., 2021).

Los métodos disponibles para el diagndstico se agrupan en dos categorias en funcién de su
objetivo: métodos para la deteccién del agente y métodos para la deteccidn de la respuesta

inmunitaria.
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Dentro del primer grupo se encuentra el examen citolégico que permite detectar la presencia
de amastigotes en macrofagos o liquido extracelular y para ello se utilizan muestras de lesiones
cutaneas, médula dsea, ganglios linfaticos, bazo o sangre (Mylonakis et al.,, 2005;
Saridomichelakis et al., 2005). En ocasiones con la citologia no se obtiene el diagndstico
esperado debido a los bajos niveles de parasitos detectables. La histopatologia es otra de las
técnicas que facilita la visualizacién de parasitos y que consiste en utilizar secciones de biopsia
de piel u otros érganos infectados tefiidas con hematoxilina-eosina. Ademas, se pueden
visualizar alteraciones compatibles con la infeccion como pueden ser la inflamaciéon
piogranulomatosa, granulomatosa o linfoplasmocitaria y/o la hiperplasia reactiva de los

linfonodos (Solano-Gallego et al., 2004; Giunchetti et al., 2008).

El aislamiento en cultivo es la prueba mas especifica para la deteccion del parasito, pero requiere
largos tiempos de ejecucion y se lleva a cabo Unicamente en laboratorios especializados. Existen
diferentes métodos de aislamiento y cultivo y su eleccion depende de la capacidad técnica y
experiencia del personal del laboratorio, ya que no existe todavia un medio de cultivo universal

en el que crezcan con facilidad todas las especies de Leishmania (OMS, 2010).

El enfoque diagndstico mas util para determinar la infeccion por Leishmania es la identificacion
del ADN del parasito en tejidos aplicando técnicas moleculares y la deteccién de anticuerpos
anti-Leishmania especificos en suero mediante técnicas serolégicas (Solano-Gallego et al.,

2009).

Los métodos moleculares basados en la PCR son muy utiles para diagnosticar e identificar
Leishmania en diferentes muestras, siendo médula dsea, linfonodo, piel y conjuntiva las
muestras mas sensibles en el perro (Maia et al., 2009; Manna et al., 2008). Ademas, esta técnica
puede utilizarse en muestras obtenidas de cualquier especie de mamifero, puesto que lo que se
detecta es la presencia de ADN del parasito. Actualmente existen tres técnicas de PCR
diferentes: PCR convencional, PCR anidada y PCR en tiempo real (cuantitativa) (Gomes et al.,
2008). La PCR en tiempo real permite cuantificar la carga parasitaria en tejidos de individuos
infectados, lo cual es importante tanto para el diagndstico como para el seguimiento durante el

tratamiento en perros enfermos (Pennisi et al., 2005; Manna et al., 2008).
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La serologia se define clasicamente como el estudio de las proteinas, predominantemente los
anticuerpos, que se encuentran en la sangre y en secreciones como la saliva (Wine et al., 2015).
Las técnicas de diagndstico serolégico detectan anticuerpos anti-Leishmania circulantes
(especialmente IgG1 e IgG2) (Ferrer y Roura, 2010) vy, por lo tanto, sirven para medir la respuesta
humoral del individuo infectado frente al pardsito. En los perros enfermos de leishmaniosis, la
respuesta humoral es normalmente muy elevada y se producen gran cantidad de IgGs (Ferrery
Roura, 2010). El estudio seroldgico para la deteccion de anticuerpos anti-Leishmania especificos
se puede efectuar con diferentes técnicas en las que se incluyen IFI, ELISA, DAT, WB y el ensayo

inmunocromatografico rapido.

El ELISA es una de las técnicas mas especificas y sencillas para detectar y cuantificar
biomoléculas, ya sean anticuerpos o antigenos. Los complejos antigeno-anticuerpo de interés
se detectan mediante una reacciéon de color producida por la accidon de una enzima previamente
unida a un antigeno o anticuerpo sobre un sustrato. La intensidad de la coloracién obtenida,
medida por espectrofotometria, es proporcional a la cantidad de enzima presente y por tanto a

la concentracion de anticuerpos o antigenos buscada (Anofel et al., 2017).

Esta técnica tiene distintas modalidades, pero para este estudio se ha empleado el ELISA
indirecto (Figura 1), que utiliza un antigeno adherido a una superficie al que posteriormente se
une el anticuerpo especifico presente en la muestra a valorar, formando asi un complejo
antigeno-anticuerpo en la superficie. Después, se afiade un anticuerpo secundario ligado a una
enzima para que se una al complejo antigeno-anticuerpo. A continuacion, se agrega un sustrato
para producir un cambio de color que estd directamente relacionado con la cantidad de

anticuerpo especifico presente en la muestra original (Lin, 2015).
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Figura 1. ELISA indirecto (Menarini diagnostics).

En resumen, el diagndstico de la leishmaniosis en ovejas es similar al perro, con la diferencia de
qgue hay que adaptar y validar estas técnicas a la especie. A dia de hoy no se ha demostrado que
las ovejas presenten signos clinicos compatibles con la enfermedad, por lo tanto, el diagnédstico
de la infeccién se podra obtener con un resultado positivo de las pruebas diagndsticas
previamente descritas. La deteccién de rumiantes seropositivos en zonas no endémicas podria
considerar a estos como potenciales animales centinelas, sobre todo en zonas no endémicas

para la infeccién.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En Europa, L. infantum es la especie de Leishmania mas prevalente descrita y este protozoo es
transmitido por diferentes especies de flebétomos. El papel epidemioldgico del perro como
principal reservorio doméstico ha sido ampliamente estudiado. Ademids, otros carnivoros como
los gatos podrian tener un impacto directo como reservorios urbanos en ciudades, debido a las
poblaciones de gatos callejeros en zonas endémicas de infeccidn por L. infantum. Sin embargo,
el ciclo rural de transmisién de Leishmania podria afectar a otros animales, como la fauna salvaje

o los animales de granja.
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Recientes evidencias confirman que el ganado, incluidos los pequeiios rumiantes, podria estar
expuesto a la infeccidon por Leishmania en diferentes regiones de Espafia como pais endémico.
El impacto del cambio climdtico en la distribucién de los vectores y en la incidencia de las
enfermedades transmitidas por vectores es evidente, y es necesario tenerlo en cuenta en base
al enfoque de «Una sola salud». Existen diferentes informes que indican que el cambio climatico
ha provocado alteraciones en la distribucién temporal y geografica de diversas especies a nivel
global, abarcando vectores y los patégenos que transmiten. En este sentido, se ha descrito la
presencia de flebdtomos en diferentes zonas del sur de Alemania donde no se habian registrado

previamente.

El objetivo de este estudio fue determinar el nivel de seroprevalencia de animales positivos a
Leishmania en diferentes rebafios de ovejas y cabras de una zona geografica de Alemania no
endémica de leishmaniosis, donde se ha descrito recientemente la presencia de especies de

Phlebotomus competentes para transmitir la infeccion.

4. METODOLOGIA

4.1. Busqueda de informacion

Para la elaboracion de este Trabajo Fin de Grado se ha realizado una busqueda de informacion
cientifica y una revisién de articulos cientificos sobre leishmaniosis de los ultimos 20 afios (2004-
2024), con el objetivo de adquirir informacion actualizada sobre el tema. La informacion se ha
consultado en la base de datos “Pubmed” principalmente. La busqueda bibliografica se ha
realizado tanto en castellano como en inglés, utilizando las siguientes palabras clave:
“antibodies”, “Germany”, “L. infantum”, “Leishmania infantum”, “Leishmania”, “serology”,
“sheep”, “vector-borne diseases”, “epidemiology”. Como operadores boleanos se empleé el

término “AND”.
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4.2. Zona de estudio y muestras a analizar

Las muestras de suero de ovejas y cabras se obtuvieron en Alemania a partir de un estudio previo
de prevalencia de anticuerpos frente a Coxiella burnetii (Wolf et al., 2020). El tamafio de muestra
necesario de cada rebafo se calculé a partir de los supuestos de una prevalencia esperada del
3%, un intervalo de confianza del 95%, una potencia del 80% y una precisién del 5%, lo que
condujo a un maximo de 44 animales muestreados por rebafio. Si habia cabras en la misma
explotacién, el tamafio de su muestra se calculd aparte con los mismos supuestos,
independientemente del nimero de ovejas muestreadas. De este conjunto de muestras, se
seleccionaron sueros de seis rebafios (Q64, Q65, Q66, Q68, Q69, Q70), situados en el estado

federado de Baden-Wurtemberg, para determinar los anticuerpos frente a L. infantum.

Figura 2. Mapa geogrdfico de Alemania. En color verde oscuro se resalta el estado federado de Baden-Wurtemberg,
donde se encuentran los rebafios seleccionados para la obtencion de muestras.
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Estas explotaciones estan situadas en el oeste de Baden-Wurtemberg, cerca de la frontera con
Francia, y esta regién se conoce como el valle del Alto Rin. En esta zona, se detectd Phlebotomus
mascittii desde 2015 hasta 2018 (Oerther et al., 2020). Cinco granjas fueron muestreadas a
principios de marzo de 2018, pero la granja Q69 fue muestreada en mayo de 2018. Ademas,
cinco granjas tenian ovejas, y la granja Q70 contaba con ovejas y cabras. En funcion de su edad,
los animales se clasificaron como animales jovenes (< 2 afios), adultos (de = 2 afios a < 5 afios) o

viejos (2 5 afios).

Baden-Wurtemberg es el tercer estado de Alemania, tanto en extensién (35.742 km2) como en
poblaciéon (10,7 millones de habitantes) y su capital es Stuttgart. Limita al norte con el estado de
Hesse, al noreste y al este con el estado de Baviera, al sur con Suiza, al oeste con Francia (region
de Alsacia) y, al noroeste con el rio Rin y el estado de Renania-Palatinado. En este estado se sitUa
la mayor superficie forestal continua de Alemania: la Selva Negra (Schwarzwald), que se

extiende desde el oeste hasta las orillas del rio Rin.

El clima en Baden-Wurtemberg es templado, con temperaturas decrecientes con la altura,
siendo el Valle del Rin la regidon mds célida de Alemania, con temperaturas que en verano rondan
los 202C (maxima promedio de 2629C) y en invierno los 22C (maxima promedio de 5°), con
precipitaciones moderadas, alrededor de 800 mm por afo. Datos del servicio meteoroldgico
aleman indican que actualmente Alemania tiene un clima mediterraneo, con una temperatura
anual media de 102C, que se alcanza o se supera en varias regiones, lo que supone un clima

apropiado para las condiciones de vida de los fleb6tomos (Naucke et al., 2008).
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4.3. Analisis de muestras mediante ELISA para la deteccidon de
anticuerpos frente a Leishmania infantum

El ELISA se realizd en todos los sueros como se ha descrito previamente (Villanueva-Saz et al.,
2024). Se afiadid a cada pocillo una alicuota de 100 ul de suero de oveja diluido 1:100 en PBSTy
leche desnatada en polvo al 1% (PBST-M). Las placas se incubaron durante 1 horaa 37 °Cen una
camara humeda. Después de lavar las placas durante 3 min 3 veces con PBST seguido de 1 lavado
con PBS durante 1 min, se afiadieron 100 pul de conjugado por pocillo. Posteriormente, las placas
se incubaron durante 1 horaa 37 °C en la camara hiumeda y se lavaron de nuevo con PBST y PBS
como se describié anteriormente. Finalmente, se afladié 100 ul de sustrato a cada pocillo y se
mantuvo durante 20 5 min a temperatura ambiente en oscuridad. La reaccién se paré
anadiendo 100 pl de solucidn de parada a cada pocillo. Los valores de absorbancia se leyeron a

492 nm en un lector de ELISA.

Como control positivo, cada placa incluyd tres muestras de suero (perro enfermo seropositivo,
gato enfermo seropositivo y cabra enferma seropositiva diagnosticada con leishmaniosis clinica)
(Ruiz et al., 2023). Por el contrario, como control negativo, se incluyé el suero de una oveja sana
no infectada. Se utilizaron los mismos sueros positivos y negativos para todas las placas. Todas
las muestras se analizaron por duplicado. El punto de corte en ovejas se fijé en 0,38 unidades de
densidad dptica (unidades DO) (media + 3 desviaciones estandar (DE) de los valores de 90 ovejas
de zonas no endémicas como el norte de Espafia). En el caso de las cabras, el punto de corte se
fij6 en 0,26 unidades de densidad éptica (media + 3 DE) de los valores de 50 cabras sanas de
zonas no endémicas como el norte de Espafia). En todos los casos, los resultados por encima de

estos valores se consideraron positivos.

4.4. Andlisis estadistico

Los datos recogidos para toda la poblacion se analizaron mediante estadistica descriptiva. Se
realizd un analisis univariante de los datos categéricos para determinar posibles asociaciones
entre la seropositividad a L. infantum y las siguientes variables: edad, sexo y explotacién. La
significacion de esta diferencia se evalué mediante la prueba exacta de Fisher o Chi-cuadrado.
Se considerd significativa una p<0,05. Se utilizé el programa informatico SPSS v.22 (SPSS Inc.,

Chicago, EE. UU.).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados

En total, se analizaron 237 sueros (222 hembras y 15 machos) de ovinos y 10 muestras de suero
(10 hembras) de caprinos en el suroeste de Alemania. Tres rebafios presentaron animales
seropositivos a L. infantum; dos rebafios (Q65, Q70) contenian una oveja seropositiva, mientras
que el rebafio Q64 tenia dos ovejas seropositivas. Tres ovejas seropositivas se clasificaron como
adultas y una como senior. Ninguna de las cabras resulté positiva a los anticuerpos contra L.
infantum (Tabla 1). No se detectd ninguna asociacién significativa (p > 0,05) entre la
seropositividad a leishmania y las variables evaluadas. Por ultimo, la seroprevalencia de la
infeccidn por L. infantum en ovinos fue de 1,69 % (intervalo de confianza [IC] del 95%: 0,66 -

4,26%)

Tabla 1. Numero de rebafios (junto con su localizacidn), ovejas, cabras y animales seropositivos a Leishmania

infantum.

Granja Especie/Nimero de | Nimero de animales Ubicacion
animales seropositivos /Prevalencia (%) (distrito)
muestreados dentro del rebafio

Q64 Oveja/42 2/4.8% Raststatt

Q65 Oveja/35 1/2.9% Ortenaukreis

Q66 Oveja/41 0 Freiburg

Q68 Oveja/44 0 Breisgau-

Hochschwarzwald

Q69 Oveja/33 0 Breisgau-

Hochschwarzwald

Q70 Oveja/40 1/2.5% Baden-Baden

Cabra/10 0
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5.2. Discusion

Se desconoce el papel epidemioldgico de los pequefios rumiantes en las zonas endémicas de
infeccidon por L. infantum. Sin embargo, un estudio epidemioldgico realizado en una zona
endémica de leishmaniosis canina en Espafia detectd una seroprevalencia del 9,27% basada en
la técnica ELISA (Villanueva-Saz et al., 2024) y en ovejas de la provincia de Tarragona (Espafia)
se obtuvo una seroprevalencia de 11,90% mediante la técnica Dot-ELISA (Portus et al., 2002).
Ademads, en una zona con elevada prevalencia de leishmaniosis en perros del mismo pais, se ha
descrito recientemente la presencia de una cabra enferma infectada (Ruiz et al., 2023). En otro
estudio realizado en Grecia, incluyendo diferentes rebafios de ovejas y cabras, no se detectaron

animales seropositivos por ELISA (Kantzoura et al., 2013).

En el presente estudio epidemioldgico, el nimero de animales seropositivos fue inferior en
comparacion con el estudio seroldgico espafiol, debido a que Alemania no es una zona endémica
tradicional de leishmaniosis. Esto también se cumple en el estudio mds reciente realizado en

Alemania donde se ha observado una seroprevalencia de 1,45% en ovejas (Bauer et al., 2024).

Apenas se han reportado casos autéctonos de leishmaniosis en humanos, perros, gatos y
caballos en Alemania, aunque se han detectado varios centenares de perros positivos
importados desde paises endémicos de leishmaniosis (Naucke et al., 2008). Sin embargo, se ha
descrito la presencia de perros enfermos infectados que nunca habian estado en una regién
endémica de infeccién por L. infantum en Alemania (Naucke y Lorentz, 2012). En los perros, en
ausencia de vectores competentes para la transmisién de L. infantum, estan implicadas otras
vias de transmision, como la venérea, la vertical y las heridas por mordedura (Naucke y Lorentz,

2012; Naucke et al., 2016).

Actualmente, P. mascitti es uno de los flebétomos mas extendidos en Alemania, sobre todo en
el estado de Baden-Wurtemberg, pero todavia no se ha confirmado su capacidad vectorial para
transmitir L. infantum. En este sentido, se ha detectado ADN de L. infantum en P. mascitti en
zonas no endémicas como Serbia, Austria e ltalia (Vaselek et al., 2017; Zanet et al., 2014;
Obwaller et al.,, 2016). Se sabe que mdultiples especies de Leishmania se han adaptado a
flebétomos especificos para su transmision, pero en el caso de L. infantum la transmision se
puede dar a través de diversos vectores (Obwaller et al., 2016). Por lo tanto, la presencia de
ovejas seropositivas junto a la identificacién de P. mascitti en el estado de Baden-Wurtemberg

en el mismo afio sugiere la exposicion de ovejas a L. infantum (Bauer et al.,2024).
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Como consecuencia del cambio climatico, se prevé que a finales de este siglo en Europa central
laincidencia de dias muy calurosos al afio alcance la incidencia actual en el sur de Europa. Estos
cambios pueden favorecer un cambio de distribucién y un mayor establecimiento regional de

ciertas especies de flebdtomos, incluida P. mascittii (Medlock et al., 2014).

Durante un tiempo se pensaba que los Alpes formaban una barrera natural para la distribucidon
geografica de los flebdtomos entre el sur y el norte de Europa debido a las condiciones climaticas
variables. Sin embargo, en un estudio realizado en Alemania (Figura 3) se capturaron 237
especimenes de P. mascittii en 16 localizaciones diferentes del estado de Baden-Wurtemberg y

del estado de Renania-Palatinado (Naucke et al., 2008).

En la actualidad, la distribucion geografica de P. mascittii y P. perniciosus se ha expandido en
Alemania, no solo estan presentes en el estado de Baden-Wurtemberg y Renania-Palatinado
sino que se encuentran distribuidos por varias zonas del pais tal y como se muestra en la Figura

4y Figura 5 (ECDC).

Distribution of phlebotomine sandflies in Germany
Average air temperature of the pentade 2001 - 2005

Sandflies and leishmaniosis in Germany

@ phiebotemus maseietii

1 O Phiebatomus perniciosus

L ] proved respectively assumed autoch-
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- <4
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Figura 3. Climas y distribucion de Phlebotomus mascittii y Phlebotomus perniciosus en Alemania (Naucke et al.,
2008).
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Nuestro estudio revela la presencia de ovejas seropositivas y la exposicién a la infeccién por L.
infantum en Alemania, zona tradicionalmente no endémica del parasito. Hasta donde sabemos,
este estudio es de los primeros que demuestra la presencia de ovejas seropositivas en el
suroeste de Alemania. Para verificar que el ganado actia como reservorio es imprescindible
evaluar el ciclo rural de L. infantum mediante mas estudios epidemioldgicos (Villanueva-Saz et

al., 2024).

Ademas, es importante llevar a cabo una vigilancia activa y pasiva de los vectores y los patégenos
transmitidos por vectores para obtener informacién detallada relacionada con la posible
propagacion a nuevas zonas geograficas o la introduccién de nuevos patdgenos en zonas que

estaban clasificadas como no endémicas (Bauer et al., 2024).

La investigacion realizada en este trabajo de fin de grado demuestra la exposicién a L. infantum
en una zona no endémica para la infeccion como es Alemania. Los resultados resaltan que la
posible existencia de un ciclo rural en el mantenimiento de la infeccién, poniendo de manifiesto
que las enfermedades de transmision vectorial como la leishmaniosis, pueden ser detectadas
en zonas no habituales, muy probablemente debido al efecto del cambio climatico que tiene un

impacto directo en la ecologia de los vectores y en el propio parasito.

Finalmente, las limitaciones de este estudio serian el cardcter retrospectivo del mismo, la falta
de datos clinicopatoldgicos de las ovejas seropositivas y no haber chequeado serolégicamente
a los perros préximos al entorno de los rebafos. Por el contrario, la fortaleza del estudio seria el

tamano de muestra incluido en el estudio.
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6. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se puede llegar a las siguientes

conclusiones:

O

@)

Se ha detectado la presencia de anticuerpos frente a L. infantum en ovejas de tres de

los seis rebafios muestreados del estado federado de Baden-Wurtemberg, Alemania.

La seroprevalencia encontrada en ovejas fue de 1,69% mientras que ninguna de las

cabras resulto positiva.

A pesar de que no tener detallada la informacidn acerca del estado de salud de los
animales muestreados, con los resultados obtenidos se demuestra que estan expuestos

a la infeccidn por L. infantum.

CONCLUSIONS

With the results obtained in this study, the following conclusions can be reached:

The presence of antibodies against L. infantum has been detected in sheep from three

of the six flocks sampled from de federal state of Baden-Wurtemberg, Germany.

The seroprevalence found in sheep was 1,69% while none of the goats were positive.

Although there is no detailed information about the health status of the sampled

animals, the results obtained show that they are exposed to L. infantum infection.
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