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Resumen

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria y zoonética causada por Leishmania infantum,
endémica en Espafia y transmitida por flebdtomos, que afecta principalmente a perros, pero
también a otras especies domésticas como los équidos. Su estudio en caballos resulta de interés

por su posible papel como hospedadores secundarios.

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la seroprevalencia de L. infantum en équidos
en Espaia y analizar posibles factores de riesgo asociados. Para ello, se desarrollé un estudio
experimental basado en la deteccidn de anticuerpos mediante la técnica ELISA en muestras de
suero, complementado con una revisidon bibliografica sobre la infeccién en équidos. Se analizaron
un total de 508 muestras de caballos, ponis y burros procedentes de diferentes regiones de

Espaia y del sur de Francia, registrando datos de edad, sexo, raza y localizacion.

Los resultados mostraron una prevalencia del 2,56 %, con 13 animales seropositivos. La mayoria
eran adultos y hembras, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Un
30 % de los positivos correspondieron a équidos de Francia, todos ellos de la raza French Trotter,
lo que sugiere un posible efecto combinado de la localizacién geografica y la predisposicion
racial. Aunque la prevalencia es baja, se confirma la circulacién de L. infantum en équidos de la
zona estudiada. Estos hallazgos coinciden con lo descrito por otros autores, que destacan
prevalencias variables segln region, raza y condiciones ambientales. La mayoria de los animales
positivos no presentaban signos clinicos, lo que apoya la hipdtesis de que los équidos podrian
actuar como reservorios silenciosos. Por este motivo es necesario mantener la vigilancia

epidemioldgica, especialmente en zonas endémicas.



Abstract

Leishmaniosis is a parasitic and zoonotic disease caused by Leishmania infantum, endemic in
Spain and transmitted by sandflies, which mainly affects dogs but can also infect other domestic
species such as equids. Its study in horses is of interest due to their potential role as secondary

hosts.

The aim of the present study is to determine the seroprevalence of L. infantum in equids in Spain
and to analyse possible associated risk factors. For this purpose, an experimental study was
carried out based on the detection of antibodies using the ELISA technique in serum samples,
complemented by a literature review on infection in equids. A total of 508 samples from horses,
ponies, and donkeys originating from different regions of Spain and southern France were

analysed, with records of age, sex, breed, and location.

The results showed a prevalence of 2.56%, with 13 seropositive animals. Most were adults and
females, although these differences were not statistically significant. Thirty percent of the
positive cases corresponded to equids from France, all of them of the French Trotter breed,
suggesting a possible combined effect of geographical location and breed predisposition.
Although prevalence is low, the circulation of L. infantum in equids from the studied area was
confirmed. These findings are consistent with previous reports describing variable prevalences
depending on region, breed, and environmental conditions. Most of the seropositive animals did
not present clinical signs, supporting the hypothesis that equids could act as silent reservoirs.

For this reason, epidemiological surveillance should be maintained, especially in endemic areas.



1. Introduccion

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria que afecta tanto a personas como a animales y
qgue, debido a su distribucién mundial y a su situacién epidemioldgica han sido multiples los

estudios realizados sobre esta.

En este proyecto se analiza de forma general la leishmaniosis y, de manera mas especifica, el
pardsito Leishmania infantum y la forma en que puede afectar a los équidos, ademas de otros

aspectos importantes.

1.1 Leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad transmitida por vectores, causada por protozoos
intracelulares obligados del género Leishmania (CDC, 2024). Es un protozoo flagelado
perteneciente al orden Kinetoplastida y a la familia Trypanosomatidae. Son especies
heteroxenas, lo que significa que pueden colonizar dos hospedadores. Viven en los fagocitos del
sistema reticulo-endotelial de los mamiferos y en el tracto intestinal de los fleb6tomos (Akhoundi
et al., 2016). Mas de 20 especies de este parasito, capaces de infectar al ser humano, se
transmiten mediante la picadura de flebétomos hembra infectados (OMS, 2024). Entre ellas se
incluyen el complejo L. donovani, con tres especies (L. donovani, L. infantum y L. chagasi); el
complejo L. mexicana, con tres especies principales (L. mexicana, L. amazonensis y L.
venezuelensis); asi como L. tropica, L. major, L. aethiopica y varias especies del subgénero

Viannia (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis y L. (V.) peruviana) (CDC, 2024).

La transmision vectorial de la leishmaniosis a los seres humanos puede ser de tipo antropondtica
(de humano a humano) o zoondtica (desde un reservorio vertebrado no humano hacia las
personas) (Cardoso et al.,, 2021). Esta enfermedad es prevalente en paises tropicales y
subtropicales de todo el mundo (Cardoso et al., 2021). Hoy en dia, mas de 1000 millones de
personas viven en zonas endémicas, es decir, en aquellos lugares donde la enfermedad estd
constantemente presente, y corren el riesgo de infectarse (OMS, 2024). Segun la Organizacion

Mundial de la Salud, Espafia es un pais endémico de leishmaniosis.

Al ser considerada una enfermedad emergente de categoria 1 y no controlada, se clasifica como
una patologia gravemente desatendida (Cardoso et al., 2021). Se reconocen tres formas clinicas
principales: la leishmaniosis visceral (VL), cutanea (CL) y mucocutanea (MCL). Siendo la cutdnea
la mas comun y la visceral la mas grave. Se estima que cada afio se producen 30 000 nuevos

casos de LV y mas de un milléon de nuevos casos de LC (OMS, 2024).



1.2 Leishmania infantum

De las 31 especies de Leishmania que infectan a humanos y animales en todo el mundo,
Leishmania infantum es la Gnica especie autdctona en Europa (Maia et al., 2023) y constituye el
principal agente causal de la leishmaniosis humana y canina en la cuenca mediterranea, siendo
el patégeno transmitido por flebdtomos mas importante de la zona (Duran-Martinez et al.,

2013).

La transmisién de Leishmania se produce a través de la picadura de flebétomos hembra
infectados, que inoculan promastigotes en la piel del hospedador durante la ingesta de sangre
(CDC, 2024). Durante este proceso, los flebétomos depositan saliva con actividad farmacolégica
y liberan glicoconjugados producidos por el parasito, ambos capaces de modular la respuesta
inmune del hospedador y de aumentar la gravedad de la infeccién (Maia et al.,, 2011). Los
promastigotes son fagocitados por macrdfagos y otras células mononucleares, donde se
transforman en amastigotes intracelulares. Estos se multiplican por fisidn binaria y se diseminan
infectando nuevas células fagociticas, originando la infeccidn tisular que puede derivar en formas
cutadneas o viscerales, dependiendo de factores del parasito y del hospedador. Finalmente, el
vector se infecta al ingerir células parasitadas, y una vez en su intestino, los amastigotes se
diferencian de nuevo en promastigotes, los cuales se multiplican y migran hacia la probéscide,

qguedando listos para iniciar un nuevo ciclo de transmision (CDC, 2024).

En Espaina hay dos especies de flebdtomos, Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi, que
han demostrado ser vectores competentes para transmitir L. infantum. El mds abundante, P.
perniciosus, se encuentra ampliamente distribuido por la mayoria de las zonas aridas de la
peninsula y archipiélago Balear, mientras que P. ariasi esta ligado a ambientes mas frescos y

himedos de la peninsula (Sudrez et al., 2012).

La transmisién del pardsito no depende Unicamente del vector, sino también de la existencia de
hospedadores que actien como reservorios. Los perros constituyen el principal reservorio
domeéstico de L. infantum y la especie hospedadora mas susceptible (Maia et al., 2023). Sin
embargo, existen diferencias significativas en la distribucién de la seroprevalencia segun las
zonas bioclimaticas. En el norte de Espafia, la seroprevalencia es menor en comparacion con el
resto de la Peninsula Ibérica. No obstante, la provincia gallega de Ourense presenta unas
condiciones climaticas altamente favorables para la presencia y expansion de L. infantum (Galvez
et al., 2020). En la Figura 1 se muestra la distribucién de la seroprevalencia de la infeccidn canina

por L. infantum en Espaia.
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Figura 1: Mapa de seroprevalencia de leishmaniosis canina por L. infantum en Espafia (Gdlvez et al., 2020).
Leyenda: Zona 1 (no endémica, bajo riesgo), Zona 2 (hipoendémica, bajo riesgo), Zona 3 (endémica, riesgo
intermedio-alto), Zona 4 (hiperendémica, alto riesgo)

Ademas de los perros, existe un numero creciente de estudios que indican la infeccién por
Leishmania spp. en otros animales domésticos y silvestres (Cardoso et al., 2021). Mientras que
los humanos se consideran un hospedador accidental (Maia et al., 2023). Los gatos se infectan
por la misma especie de Leishmania que los perros, y los principales hallazgos en la exploracion
fisica también son las lesiones cutdneas o mucocutaneas. Sin embargo, la prevalencia de la
infeccidn es menor y los casos clinicos se reportan con menor frecuencia (Pennisi y Persichetti,
2018). Otra de las especies no habituales de leishmaniosis clinica son los équidos. La infeccion
se ha detectado en Espafia, Portugal, Alemania, Italia y Grecia, presentandose Unicamente en su
forma cutdnea, con seroprevalencias que varian entre el 0,3 % y el 14 % (Tsakmakidis et al.,
2024). En el siguiente apartado se profundiza en la leishmaniosis equina, abordando su

epidemiologia, manifestaciones clinicas y su posible papel como hospedador.

Respecto a los rumiantes, en Europa, se notificaron casos en ovejas y cabras en Espafia, con una

seroprevalencia del 13,9 % y el 10,2 %, respectivamente (Tsakmakidis et al., 2024). En la familia



Bovidae, en 2009 se detectd una vaca suiza que presentaba multiples lesiones cutdneas

ulcerativas y resulté ser seropositiva a Leishmania spp. (Cardoso et al., 2021).

En cuanto a la fauna silvestre, el zorro rojo es el carnivoro silvestre mds estudiado en Europa. En
Espafa se ha detectado infeccidon por Leishmania spp. con seroprevalencias de hasta 60%,
destacando su potencial papel como hospedador silvestre (Tsakmakidis et al., 2024). Ademas de
los ya mencionados anteriormente, en el articulo de Cardoso et al. (2021) se describen otros
grupos animales identificadas como hospedadores de Leishmania spp. en Europa, entre ellos
lagomorfos, mustélidos y otros pequeios mamiferos como roedores o erizos. Aunque la

informacion es limitada, podrian desempefiar un papel en la epidemiologia de la leishmaniosis.

1.3 Leishmaniosis equina

Los équidos han estado estrechamente relacionados con los humanos desde su domesticaciéon
hace 5.000-6.000 afios, lo que ha favorecido su papel en la transmisidn de patdégenos zoondticos
(Barbero-Moyano et al., 2025). La infeccidn por parasitos Leishmania en équidos fue descrita por
primera vez en 1927, aunque desde entonces ha recibido menos atencidn que en otros
hospedadores de Leishmania, debido al bajo nimero de casos de leishmaniosis cutanea
identificados en todo el mundo, el cuadro clinico leve y la evolucién benigna de las lesiones
cutdneas (Mhadhbi y Sassi, 2020). No obstante, las manadas de équidos ofrecen un habitat
adecuado para los flebdtomos, favoreciendo su abundancia local y, en consecuencia, la
circulacion de Leishmania spp. en areas endémicas (Barbero-Moyano et al., 2025). Ademas,
contribuyen indirectamente al ciclo del vector, ya que no solo constituyen una fuente de
alimento para los flebétomos adultos, sino que sus heces son una fuente de alimento para el

desarrollo de las larvas (Martinez-Saez et al., 2023).

La mayoria de los datos sobre la leishmaniosis equina se han registrado en América del Sur y
América Central, donde el principal agente etioldgico ha sido L. braziliensis o L. infantum
(Martinez-Saez et al.,, 2023). En Europa, diversos estudios han confirmado la presencia de
leishmaniosis equina tanto en paises endémicos, como lItalia, Espaia y Portugal, como en paises
no endémicos, entre ellos Alemania y Suiza. Segun Pala et al. (2024), los estudios realizados hasta
la fecha han descrito una prevalencia seropositiva en équidos aparentemente sanos que oscilan

entre el 0,3 % en Grecia y el 36,7 % en Italia.

Ademas de la distribucion geografica y las prevalencias observadas, es relevante conocer los
factores ambientales que influyen en la transmisidn de L. infantum en équidos. Un estudio
realizado en Italia en 2023 identificéd diversos factores, entre los que se encuentran la raza

equina, el tipo morfoldgico, la vida al aire libre, el uso y la estacion del afio (Martinez-Saez et al.,
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2023). Ademas de otros factores climaticos como la temperatura y la humedad son
determinantes, debido a que los fleb6tomos presentan mayor densidad y actividad en regiones
calidas y himedas, mientras que las bajas temperaturas limitan su supervivencia y reproduccion
(Galvez et al., 2020). La altitud y la vegetacidon local también influyen en la distribucién de los
vectores, favoreciendo su presencia en zonas con cobertura vegetal y suelos adecuados para el
desarrollo de larvas (Pala et al., 2024). Estos hallazgos destacan la necesidad de crear programas

de vigilancia especificos en équidos.

1.3.1 Manifestaciones clinicas

Los sintomas de la leishmaniosis equina son menos graves que en otros hospedadores y no
constituye una enfermedad potencialmente mortal. Independientemente de la localizacion
geografica y de la especie infectante, los casos descritos presentaron sintomas externos
comunes. Los équidos desarrollaron pdpulas o nddulos Unicos o miultiples, en las zonas donde
se alimentan habitualmente los flebétomos, es decir, ojos, hocico, cuello, pabellones auriculares,
escroto y extremidades. Hasta la fecha no se han descrito lesiones viscerales (Mhadhbi y Sassi,

2020).

Los primeros casos de leishmaniosis cutdnea equina (LC) en Espaia fueron descritos por Solano-
Gallego et al., (2003) quienes identificaron tres casos en caballos (un macho y dos hembras; de
raza andaluza o mestiza; con edades comprendidas entre los 3 y los 10 afios); los animales no
presentaban ningun signo externo aparte de lesiones cutaneas consistentes en varias papulas o
nodulos ulcerados localizados en la cabeza, las regiones axilares e inguinales. El didmetro de las
lesiones oscilaba entre 5y 20 mm (Mhadhbi & Sassi, 2020). Se realizaron biopsias de las lesiones
en los tres caballos y la histopatologia revelé dermatitis granulomatosa nodular a difusa, con
células gigantes multinucleadas dispersas y un infiltrado intenso de linfocitos, principalmente en
la periferia. La mayoria de los macréfagos contenian amastigotes en su citoplasma, confirmando

la infeccién por Leishmania (Solano-Gallego et al., 2003).

Las caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los casos de leishmaniosis cutdnea equina en
Espafia son las mismas que las descritas por otros autores en caballos de Sudamérica y
Centroamérica vy, en cierta medida, son similares a las descritas en la leishmaniosis cutdnea

humana en la cuenca mediterranea (Solano-Gallego et al., 2003).

Ortega-Garcia et al. (2021) realizaron un estudio sobre cinco casos de LC equina diagnosticados
entre 2009 y 2016 en Costa Rica. Los animales, de entre 2 y 4 afios y de distintas razas,
presentaban lesiones ulceradas o nodulares persistentes, localizadas principalmente en

pabellones auriculares y cuello (Figura 2), aunque también en axilas e ingles. Tanto el examen
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histopatolégico, como la inmunohistoquimica confirmaron la presencia de Leishmania spp.,
aunque las pruebas moleculares (qQPCR) no lograron identificar la especie. Estos hallazgos
refuerzan la importancia de considerar la leishmaniosis como causa de lesiones cutdneas

crénicas en caballos en areas endémicas (Ortega-Garcia et al., 2021).

Horse #1 Horse #2 Horse #3 Horse #4

Figura 2: Lesiones cutdneas de cuatro de los casos estudiados en Costa Rica (Ortega-Garcia et al., 2021)

A pesar de que los signos cutdneos son la forma tipica de esta enfermedad en los équidos, en
Europa se ha registrado una manifestacion menos comun: la lesién ocular. Segun Riera et al.,
(2023), hasta ahora no se habian descrito lesiones oculares secundarias a la infeccion por
Leishmania en un caballo. En su estudio se reportd el caso de un semental Pura Raza Espaiola
de 1 afio y 8 meses residente en Mallorca (zona endémica), que presentd una opacidad rosada
en la cérnea derecha. Ante la falta de respuesta a los esteroides administrados inicialmente, se
realizé una citologia corneal la cual evidencié amastigotes de Leishmania, confirmando queratitis
secundaria a la infeccidn. Se optd por un tratamiento tdpico con antimoniato de meglumina
durante seis semanas. A los diez dias mostré mejoria, con reduccién progresiva y formacién de
un drea fibrdtica residual. Pasados dos afios, el animal estaba estable y sin signos oculares
adicionales. Es muy probable que la lesién que presentaba este caballo sea consecuencia de una
reaccidn inflamatoria local y su eficaz respuesta inmunitaria sea responsable de la contencién

local de la infeccion (Riera et al., 2023).

Aunque la leishmaniosis equina sigue siendo una enfermedad poco frecuente, por todo lo
desarrollado anteriormente deberia incluirse en el diagndstico diferencial de las dermatosis

papulonodulares de los equinos (Solano-Gallego, y otros, 2003).

1.3.2 Diagnéstico

Existen varios métodos de diagndstico para la leishmaniosis. En los casos comentados
anteriormente el diagndstico se basé principalmente en la identificacion directa del parasito en
las lesiones, mediante citologia e histopatologia, permiten observar los amastigotes de
Leishmania. En otros estudios se han utilizado varios métodos diagndsticos para confirmar la

presencia del parasito. Un analisis retrospectivo en una poblacién equina expuesta mostré que
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la citologia y la histologia pueden ser insuficientes por la baja carga parasitaria, por lo que seria
necesario recurrir a la inmunohistoquimica para detectar antigenos del parasito (Gazzonis et al.,

2022).

Otro método que ha demostrado una alta sensibilidad es la gPCR en tiempo real, la cual puede
detectar menos de 0,02 amastigotes por microgramo de tejido (Mdller et al., 2015). También se
puede identificar ADN de L. infantum en caballos aparentemente sanos utilizando la PCR en
muestras sanguineas, lo que indicaria una infeccidn subclinica (Leonel et al., 2021). Ademas de
las técnicas moleculares, algunos estudios han utilizado métodos serolégicos con el fin de

detectar anticuerpos frente a Leishmania, tanto en animales asintomaticos como con lesiones.
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2. Justificacion y objetivos

La leishmaniosis es una enfermedad zoondtica, causada por Leishmania infantum, que posee
gran relevancia debido a su impacto tanto en salud publica como en medicina veterinaria. A nivel
mundial, esta zoonosis es endémica en 99 paises y causa alrededor de 1 millén de casos humanos
y 30.000 muertes al afio (OMS, 2024). Espafia es uno de los paises incluidos en la lista, ya que las
temperaturas y la elevada humedad ambiental en ciertas zonas favorecen la supervivencia de

los flebétomos, vectores responsables de transmitir la enfermedad.

En Europa, es L. infantum la Unica especie endémica que circula y el perro (Canis lupus familiaris)
el principal reservorio natural en el ciclo doméstico (Barbero-Moyano et al., 2025). Sin embargo,
diversos articulos han publicado que la leishmaniosis no se limita al perro, sino que también
afecta a otras especies de mamiferos y aves. Los caballos, debido a su estrecho contacto con los
seres humanos y a su capacidad para controlar la infeccién, podrian actuar como reservorios
silenciosos. No obstante, los datos relacionados con la prevalencia de la infeccién por Leishmania

spp. en esta especie son escasos, especialmente en Europa (Martinez-Saez et al., 2023)

El presente trabajo busca aportar informacién adicional sobre la seroprevalencia de L. infantum
en équidos en Espaiia, con el objetivo de ampliar la base cientifica disponible. Ademas, los
resultados obtenidos pueden contribuir a establecer medidas orientadas a reducir la incidencia

de la enfermedad en zonas endémicas.
En definitiva, se busca alcanzar los siguientes objetivos:

Evaluar la seroprevalencia de Leishmania infantum en équidos en Espafia.
Conocer la proporcién de équidos seropositivos mediante la técnica diagndstica ELISA.

Identificar los posibles factores de riesgo asociados a la infeccion por L. infantum.

W

Discutir el posible papel de los equinos como hospedadores secundarios en la
transmisién de L. infantum
5. Aportar informaciéon adicional que permita ampliar la limitada informacién

epidemioldgica sobre L. infantum en caballos.
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3. Metodologia

Este proyecto se basa en un estudio de tipo experimental, que se combina con una revisidon
bibliografica. Consiste en realizar un analisis seroldgico de muestras sanguineas de diferentes
équidos y, posteriormente recopilar y contrastar articulos cientificos con el objetivo de aportar

mas informacion sobre la seroprevalencia de L. infantum en Espaiia.

3.1 Busqueda de informacién

Para llevar a cabo la revisién bibliografica se consultaron diferentes articulos cientificos
procedentes de bases de datos de calidad, como son PubMed, ScienceDirect y Google Scholar.
Se seleccionaron los de mayor interés a través de la busqueda de palabras clave como

n o u n oz

“Leishmania infantum”, “equine leishmaniasis”, “équidos” y “seroprevalencia en caballos”.

3.2 Zona de estudio y muestras a analizar

En cuanto a la parte experimental del proyecto, se realizé con muestras de suero residuales, es
decir, muestras obtenidas de otros procedimientos diagndsticos previos, por lo que no fueron
obtenidas especificamente para este estudio y no requirieron autorizacién adicional para su uso
en investigacién. Se analizaron un total de 508 muestras de suero de équidos (principalmente
caballos, pero también de burros y ponis) procedentes de toda Espafia. Predominaron las
comunidades autonomas de Andalucia, Aragén y Catalufia, pero con bastante presencia de otras
como Asturias, Cantabria, Castilla la Mancha, Extremadura, Galicia, Madrid y Valencia. Ademas,
se incluyd un pequefio nimero de muestras procedentes del sur de Francia, ya que tienen un

clima muy similar al de Espaiia.

Los animales pertenecian principalmente a centros ecuestres y explotaciones privadas,
reuniendo individuos de todo tipo de raza, sexo y edad. En el estudio se han contemplado
muestras desde el afo 2013 hasta el actual, todas obtenidas por veterinarios que las han
recogido, conservado y enviado en las condiciones de refrigeracion y una vez en el laboratorio,

se congelaron a -202C hasta su analisis.

Para tener todos los datos de forma organizada y con el fin de realizar el estudio estadistico, se
registraron en una hoja de cdlculo de Excel. Se ordené toda la informacion en distintas variables,
tales como, denominacion interna (persona que envia la muestra), identificacién del tubo de

suero, sexo, edad, raza, fecha de extraccion y localizacion.
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3.3 Analisis de muestras mediante ELISA

En el laboratorio, se identificaron individualmente todos los tubos Eppendorf de suero que al
mismo tiempo se fueron colocando en una gradilla de plastico, siguiendo un orden y
transcribiendo los datos de cada muestra a un papel con la distribucién exacta dentro de la placa,
con el objetivo de mantener la trazabilidad. Cada placa tiene 12 columnas y 8 filas, haciendo un
total de 96 pocillos, de los cuales 2 se utilizan como control positivo y negativo. Como control
positivo se incluyd una muestra de un paciente que habia sido obtenida previamente, el cual
presentaba signos cutdneos y que habia sido diagnosticado por histopatologia. Con relacién al
control negativo, se incluyd un caballo clasificado como aparentemente sano y que procedia de

Polonia, pais que se considera como no endémico para la infeccién por L. infantum.

La técnica diagnodstica realizada en este estudio es un ELISA, un ensayo de inmunoadsorciéon
ligado a enzima. Concretamente un ELISA de tipo indirecto, el cual mide los anticuerpos

formados, en este caso, frente a L. infantum. De manera resumida, el procedimiento consiste en:

- Preparar una dilucién 1/100 de las muestras con tampodn fosfato salino (PBS)

- Depositar la dilucién en los pocillos de la placa de ELISA que previamente fueron
cubiertas con antigeno de L. infantum.

- Incubar la placa en una cdmara himeda a 37°C durante una hora. De esta forma, en
caso de estar presente, se produce la unién de los anticuerpos al antigeno fijado.

- Una vez finalizada la incubacidn, se realizan tres lavados con PBS, para retirar restos de
suero que no se han unido.

- Afadir 100 pl de conjugado (anticuerpo marcado con una enzima) en diluciéon 1/10000,
el cual se une a los anticuerpos de la muestra si se ha producido la unién antigeno-
anticuerpo.

- Incubar la placa nuevamente a 37°C durante una hora, y repetir los lavados al terminar.

- Adicionar 100 pl de revelador a cada pocillo. El revelador es un sustrato que reaccionard
con el conjugado y generara un color dependiendo de la concentracidn de anticuerpos
de la muestra.

- Detener la reaccién anadiendo 100 pl de solucion de parada en cada pocillo.

- Leer los valores de absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA.

Para interpretar los valores obtenidos del ELISA, era necesario establecer un valor de referencia.
Para ello, se analizaron un total de cincuentas muestras de suero de équidos procedentes de

Polonia (zona no endémica), y a partir de esos datos se calculé el punto de corte.. El punto de
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corte establecido fue 0,55 y por lo tanto todo resultado igual o superior a este serd una muestra

seropositiva a L. infantum.

Finalmente, se actualizaron los datos en el documento Excel, afiadiendo el valor de cada muestra
obtenido en el ELISA y su correspondencia con el resultado positivo o negativo. Dicho documento
facilito la posterior realizacién de un analisis estadistico para conocer si existia una relacién entre

seropositividad y los diferentes factores valorados.

3.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico para este estudio se realizd con el software SPSS v. 29 (IBM, Chicago,
EE.UU.). Los datos se identificaron como variables cualitativas o cuantitativas. Para comprobar si
la densidad éptica (DO) de las pruebas ELISA seguian una distribucion normal, se realizd un test
de Kolmorov-Smirnov. Ademas, se realizd una t de Student para detectar si habia diferencias
estadisticamente significativas entre la DO de machos o de hembras. Con las variables
cualitativas se hizo un analisis de Chi cuadrado: en las tablas de 2x2 (macho y hembra; adultos y
potros) se calculd el Fisher's Exact P-Value y en las tablas con mds elementos el Chi Square P-

Value. Un valor de P < 0,05 se consideré estadisticamente significativo.
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4. Resultados y discusion

Para la realizacion de este estudio se analizaron un total de 508 équidos, de los cuales 481 eran
caballos, 23 ponis y 4 burros. Sin embargo, no fue posible recoger toda la informacion de los 508
équidos. No se dispuso de algunos datos como edad, sexo o raza de ciertos animales, por lo que
segun la variable estudiada la muestra se reduce significativamente. En relacién con el sexo, se
registraron 168 machos (33,1%) y 153 hembras (30,1%), mientras que de 187 animales (36,8%)
se desconocia el dato. Respecto a la edad, la poblacidn estudiada incluia animales de todas las
edades, desde los 6 meses hasta los 30 afios. Clasificandolos en adultos (>5 afios) y potros (<5
afios) se disponia de un total de 180 (54%) y 152 (46%) respectivamente. La toma de muestras
se realizd principalmente entre 2024 y 2025, aunque también se incluyeron sueros procedentes
de otros estudios realizados desde 2013 hasta la actualidad. La mayoria eran de animales
ubicados en distintas provincias de Espafia, destacando por numero de muestras Zaragoza
(124/335), Madrid (43/335), Gerona (35/335), Malaga (29/335), Asturias (23/335) y Teruel
(13/335); seguidas de Tarragona, Cantabria, Castelldn, Valencia, Sevilla, Cérdoba, Almeria, Cadiz
y Granada, con menos de 13 muestras enviadas. Ademas, 25 del total procedian de caballos del
sur de Francia (Toulouse). Otro factor estudiado fue la raza, contando con un total de 218
animales de varias razas, con mayoria de Pura Raza Espafiola (PRE), Pura Raza Arabe, Caballo de

Deporte Espafiol (CDE), Anglo-arabes y cruzados.

Tras caracterizar la poblacidn del estudio se analizaron los resultados seroldgicos obtenidos. Del
total de muestras se detectaron 13 positivos, mientras que 495 fueron seronegativos, lo que

indica una prevalencia del 2,56 %. En la tabla 1 se muestran dichos datos de forma resumida.

Tabla 1: Numero de animales positivos y negativos y prevalencia seroldgica global

N (nimero de animales) % (Prevalencia)
Positivos 13 2,559
Negativos 495 97,441
Total 508 100

Con el calculo de la prevalencia se puede deducir que existen anticuerpos anti-Leishmania en
este muestreo, por lo tanto, se ha detectado la infeccién por Leishmania infantum en ciertos
animales que forman el estudio. Con el fin de conocer de forma mas detallada las caracteristicas

de los individuos seropositivos, se recogieron el maximo de datos posibles sobre su sexo, edad,
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raza, fecha de extraccidn de la muestra y procedencia. En la tabla 2 se observan los datos

obtenidos sobre dichos animales.

Tabla 2: Datos de los animales seropositivos a Leishmania infantum

Sexo (f\:z:) Raza Fecha Localizacion (I\E’fll:/:)
HEMBRA 8 24/07/2024 ZARAGOZA 0,5904
MADRID-

HEMBRA >5 19/08/2016 GUADALAJARA 0,8116
HEMBRA 4 FRENCH TROTTER | 13/03/2025 FRANCIA 0,7817
HEMBRA 4 FRENCH TROTTER | 13/03/2025 FRANCIA 0,6313
HEMBRA 5 FRENCH TROTTER | 13/03/2025 FRANCIA 0,5806

HEMBRA 6 FRENCH TROTTER | 13/03/2025 FRANCIA 0,871
HEMBRA 06/11/2014 0,5566
HEMBRA 10 PURA RAZA ARABE | 31/10/2023 ASTURIAS 0,5589
MACHO 5 PURA RAZA ARABE | 28/12/2023 ASTURIAS 0,8184
MACHO 14 ANGLOARABE 01/05/2024 TERUEL 0,6084
MACHO >5 CRUZADO 25/12/2023 ZARAGOZA 0,5788
19/08/2016 0,6188

10 CRUZADO 24/04/2025 MALAGA 0,777

Todos estos animales presentaron un valor en la prueba ELISA igual o superior a 0,55, establecido
como punto de corte para considerar la seropositividad. La mayoria correspondieron a hembras
y principalmente a animales adultos, destacando que el 30 % fueron equinos procedentes de
Francia. En cuanto a la distribucién racial, es heterogénea en la region espafiola, sin embargo,
todos los seropositivos franceses pertenecian a la raza French Trotter. Estos hallazgos pueden
sugerir que la infeccion puede estar influenciada por la zona donde habite el animal y ademas,

por esta raza.

Una vez descritos todos los resultados, se analizé la prevalencia global y los posibles factores
relacionados con la seropositividad, tales como la edad, el sexo, la localizacidon geografica y la
raza. A continuacién, se valoran los hallazgos obtenidos en cada una de estas variables
comparandolos con otros estudios epidemioldogicos ya publicados. No obstante, las
comparaciones entre estos estudios deben realizarse con cautela debido a las diferencias en los
disefos de los estudios, el tamafio de las muestras, los métodos seroldgicos o los diferentes

contextos epidemiolégicos evaluados (Barbero-Moyano et al., 2025).

En este estudio se obtuvo una prevalencia del 2,56%, un valor muy inferior al descrito en otras
investigaciones. Por ejemplo, Martinez-Sdez et al. (2023), en un estudio realizado en caballos
sanos de la region mediterrdnea de Espaia, obtuvieron una prevalencia del 27,5% utilizando

técnicas de ELISA y PCR en tiempo real. La diferencia de valores podria deberse a que este ultimo
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estudio se realizd6 con 167 muestras de caballos de Valencia, cuya zona es endémica de
leishmaniosis y su clima y vegetacion promueven la dispersidn de los vectores de Leishmania
(Martinez-Saez et al., 2023). Ademas, influyen las técnicas utilizadas, mientras que ELISA es una
técnica de diagndstico indirecta que mide anticuerpos, la PCR en tiempo real es una técnica
directa para detectar el ADN del parasito (Martinez-Saez et al., 2023). Por otro lado, Biral et al.,
2021, encontraron en Brasil prevalencias aun mas elevadas, del 43,31 % mediante ELISA y del
47,93 % con IFA, lo que afirma que en zonas tropicales el grado de exposicién al parasito puede
ser mucho mayor. Sin embargo, en la regién centro-norte de Italia, Gazzonis et al., 2022,
realizaron otro estudio en el que tuvieron prevalencias entre 6,4% y 13,9%. Son datos que siguen
siendo superiores a los obtenidos en este muestreo pero inferiores a los recogidos en Brasil o
Valencia. Con estas comparaciones se quiere mostrar que las diferencias observadas pueden
deberse a factores como la técnica de diagndstico empleada, la zona geografica y su climatologia,

o simplemente al tamafio muestral.

A pesar de que la gran mayoria de los équidos incluidos en este estudio no presentaban signos
clinicos compatibles con la leishmaniosis, se detecté un caso con lesiones tipicas. Se trataba de
una yegua cruzada de 10 afios, perteneciente a un particular en la provincia de Madlaga, que
mostraba lesiones cutaneas localizadas en la regidn facial, alrededor del ojo derecho. Ya se han
descrito otros casos similares en el que el principal signo clinico son las lesiones cutdneas, como
por ejemplo el estudio realizado por Solano-Gallego et al. (2018). Por este motivo, se sugiere
incluir la leishmaniosis en el diagnéstico diferencial de los nédulos que invaden la superficie

ocular en caballos que viven en zonas endémicas (Riera et al., 2023).

En este proyecto, para los animales menores de 5 afios (potros) la seroprevalencia fue del 3,95%
y en los mayores de 5 afios (adultos) fue de 2,22%. Este factor no es estadisticamente significativo
ya que Fisher’s Exact P-Value es de 0,5217. Respecto a la seroprevalencia entre machos vy
hembras, se obtuvieron resultados de 2,01% y 5,26% respectivamente, lo que tampoco es
estadisticamente significativo (Fisher’s Exact P-Value: 0,1989), aunque la cantidad de hembras
positivas fue mayor. De acuerdo con Martinez-Séez et al., (2023), la posible asociacion del tipo
de sexo con la infeccidn por Leishmania es variable, mientras algunos autores encuentran una
mayor prevalencia en machos, otros no encuentran diferencias relevantes. Respecto a la edad,
en nuestro estudio no fue significativo, mientras que estos mismos autores mencionados
anteriormente, en su estudio realizado en el este de Espafia, observaron como la prevalencia es
mayor en caballos adultos, principalmente en animales entre 13 y 21 aios, posiblemente debido
al grado de exposicion al parasito a estas edades, mayor tiempo de exposicidn y mayor nimero

de actividades al aire libre. Otros autores como Viol et al., 2012, encontraron sin embargo una
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correlacidon entre la edad temprana y la alta prevalencia en otras especies como el perro

(Martinez-Saez et al., 2023).

En cuanto a la procedencia de los animales, en este estudio un 30 % de los positivos
correspondieron a équidos procedentes del sur de Francia, lo que puede indicar una posible
relacion de la distribucidén geografica y climatica en la seroprevalencia de L. infantum. Algunas
zonas de Espafia o el sur de Francia tienen clima mediterraneo con veranos calurosos y secos e
inviernos templados, el cual es favorable para el desarrollo de los fleb6tomos, principales
vectores de la enfermedad. Este hallazgo podria explicar las diferencias observadas frente a otras
regiones mdas humedas. De acuerdo con un estudio realizado por Barbero-Moyano et al. (2025),
en paises como Reino Unido e Irlanda no detectaron la presencia de L. infantum en équidos, lo
que sugiere una distribucion heterogénea de la enfermedad en Europa, debido al clima oceanico
de estos paises, con inviernos frescos y abundantes precipitaciones (Barbero-Moyano et al.,
2025). No obstante, la informacioén disponible sobre los fleb6tomos en determinadas zonas de
Europa sigue siendo limitada y, en consecuencia, resulta dificil realizar modelos epidemiolégicos,

predicciones de riesgo y medidas de control de la enfermedad (Duran-Martinez et al., 2013).

De las variables estudiadas, Unicamente la raza mostré una asociacién estadisticamente
significativa. Entre los 9 animales positivos con raza conocida, 4 correspondian a French Trotter
(44,4 %), mientras que el resto se distribuian entre distintas razas en menor proporciéon. Aunque
este resultado también podria estar influenciado por la localizacién geogriéfica, ya que todos los
animales de esta raza se encontraban en la misma zona. Otro factor que destacan algunos
autores es la exposiciéon a L. infantum en mulos y burros. Seguin Barbero-Moyano et al., (2025)
encontraron una seroprevalencia en burros de 27,9%, identificando la especie como un factor
de riesgo, ya que informes previos han demostrado que los flebétomos muestran un mayor
interés por alimentarse de la sangre de los burros en comparacién con otras especies domésticas
(Barbero-Moyano et al., 2025). Esta seroprevalencia fue incluso mas elevada en burros

procedentes de Italia (36,7%) (Nardoni et al., 2019).

En este estudio se ha detectado una baja prevalencia, sin embargo, el estudio de Martinez-Saez
et al. (2023), llegd a la conclusién de que los caballos con temperamento tranquilo y condiciones
de vida al aire libre presentan una mayor prevalencia de infeccidn, y el nimero de animales
positivos aumenta en primavera, cuando la temperatura media es mas alta. Estos resultados
indican que los caballos podrian ser reservorios silenciosos del parasito y que el aumento de la
temperatura debido al cambio climatico probablemente incrementara las infecciones por

Leishmania spp. en todas las especies, incluidos los humanos (Martinez-Saez et al., 2023).
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Por ultimo, Barbero-Moyano et al. (2025) concluyen que un porcentaje de los caballos que viven
en zonas endémicas de L. infantum presentan respuestas inmunitarias humorales y celulares
especificas, lo que sugiere que la exposicién al parasito es habitual, incluso aunque los animales
no desarrollen signos clinicos evidentes. Este hallazgo coincide con los resultados obtenidos en
el presente estudio, donde la mayoria de los équidos positivos fueron asintomadticos, lo que

sugiere que puedan actuar como reservorio silencioso.
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Conclusiones

Con la realizacion de este estudio y los resultados obtenidos, se puede llegar a las siguientes

conclusiones:

1) La técnica ELISA para detectar anticuerpos anti-Leishmania en caballos puede ser

utilizada en estudios epidemioldgicos de la infeccidon por L. infantum en caballos.

2) La prevalencia seroldgica de L. infantum fue baja (2,56%) en comparacion con otros

estudios realizados en Espafia o en la zona mediterranea.

3) La mayoria de los équidos seropositivos eran asintomaticos, exceptuando un caso que

presento lesiones cutaneas.

4) En animales con presencia de signos clinicos cutaneos compatibles, la leishmaniosis
deberia incluirse en la lista de diagndsticos diferenciales de lesiones de tipo nodular en

la piel.
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Conclusions

Based on the development of this study and the results obtained, the following conclusions can

be drawn:

1)

2)

3)

4)

The ELISA technique for detecting anti-Leishmania antibodies in horses can be used in

epidemiological studies of L. infantum infection in equids.

The serological prevalence of L. infantum was low (2,56%) compared to other studies

conducted in Spain or in the Mediterranean area.

Most of the seropositive equids were asymptomatic, except for one case that presented

cutaneous lesions.

In animals showing compatible cutaneous clinical signs, leishmaniosis should be

included in the list of differential diagnoses for nodular-type skin lesions.
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