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RESUMEN

La region de los Montes de Maria, es uno de los focos de leishmaniasis mas
importante del pais, tanto de casos de la forma cutanea como visceral de la
enfermedad. En afos recientes, se ha registrado la presencia de casos
autoctonos en el area urbana del municipio de Ovejas, Sucre. El objetivo del
presente estudio, fue determinar la seroprevalencia de leishmaniasis canina y la
tasa de infeccion natural con Leishmania spp. en las poblaciones domésticas de
C. familiaris, con el fin de determinar el papel que desempefa esta especie dentro

del ciclo epidemiologico de la leishmaniasis en este foco.

Se seleccionaron los barrios con mayor namero de casos humanos de la
enfermedad en los ultimos 10 afos. Se aplicé una encuesta epidemioldgica, para
buscar relacion entre los factores de la vivienda, el domicilio y la prevalencia de la
enfermedad en los caninos, se solicité consentimiento informado; y se tomo6 una
muestra de sangre a partir de la vena cefalica 6 yugular de 152 caninos de raza
mestiza, provenientes de 23 barrios de este municipio; con el suero obtenido de
estas muestras sanguineas, se realizO una prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IFl), en la cual se utiliz6 como antigeno una cepa local de Leishmania
braziliensis a una concentracion de 2 x 108 parasitos/ml. La blsqueda de infeccién
y tipificacion de la especie infectante se realiz6 por PCR-secuenciacion del gen
mitocondrial citocromo b y del gen nuclear HSP70 de 118 muestras. Se obtuvo
una seroprevalencia de 32,9% y una tasa de infeccion natural de 44%, las cuales
son una de las més altas a nivel nacional. En cuanto a los factores de la vivienda
que estan asociados con la seroprevalencia y las tasas de infeccion, no se
encontro relacion estadistica con los factores estudiados. Con base en el analisis
filogenético de los genes estudiados, se pudo establecer que los parasitos que
infectan a los caninos del area corresponden a L. braziliensis y Leishmania

guyanensis con tasas de 5,93% (N=7/118) y 4,23% (N=5/118), respectivamente;
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lo que es consistente con la etiologia de la enfermedad en humanos de la region y
con hallazgos de infeccion natural en vectores de este municipio. Es importante
resaltar, que es el primer hallazgo de L. guyanensis y L. braziliensis en C.
familiaris, en area urbana de la Costa Caribe Colombiana. Teniendo en cuenta los
hallazgos de este estudio, se propone al perro C. familiaris como potencial
reservorio de L. guyanensis y L. braziliensis en el municipio de Ovejas, Sucre; y
se recomienda la realizacion de pruebas de xenodiagnostico e infectividad para
comprobar si estos caninos son infectivos para los insectos vectores de los

parasitos en esta area.

Palabras Claves: Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis,

reservorios, perros, IFl, PCR.
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ABSTRACT

Montes de Maria region is an important focus for leishmaniasis in Colombia, it
records cutaneous and visceral cases of this disease. In addition, in recent years,
urban cases have been reported in municipality of Ovejas, Sucre. The aim of this
project was to determine seroprevalence of canine leishmaniasis and natural
infection rate for Leishmania spp. in domestic populations of C. familiaris, in order
to establish partially, the role that this animal specie is playing in the
epidemiological cycle of leishmaniasis in this focus. Neighborhood with the
greatest number of cases in the last ten years were selected. An epidemiological
survey was conducted, to find association between factors of housing and
residence and the prevalence of the disease in canines; consent was requested to
owner of these animals. With this purpose, blood samples were taken coming from
cephalic or jugular vein to 152 mongrel canines, in 23 neighborhoods from urban
area in Ovejas. With serum obtained from these blood samples, Indirect
Immunofluorescence (IFI) was performed, with 2 x 10% promastigotes of
Leishmania braziliensis coming from a local strain like antigen. Search for infection
and characterization of the infecting species, was performed by PCR-sequencing
of mitochondrial gen cytochrome b and nuclear gen HSP70 of 118 samples. As a
result, 32,9% of seroprevalence of canine leishmaniasis was obtained and natural
infection rate was 44%, one of the highest in the country. With base in phylogenetic
analysis of studied genes, it was established parasites that infecting canines of this
area are L. braziliensis and L. guyanensis with rates of 5,93% (n= 7/118) and
4,23% (n=5/118) respectively; it is consistent with etiology of disease in humans
and with natural infection in vectors of this municipality. It is important underline
that it is the first record of L. guyanensis and L. braziliensis in C. familiaris in urban
area in Colombian Caribbean Coast. Likewise, after statistical analysis (multiple
analysis and chi-square), there were not association between analyzed factors and

seropositivity or natural infection. Based on serological and molecular evidence
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provided in this job, we suggest dog, C. familiaris, like potential reservoir of L.
braziliensis and L.guyanensis species in the municipality of Ovejas; and we
recommended applying xenodiagnostic and infectivity test in order to demonstrate
if these canines are infectious for vectors of these parasites in this area.

Key words: Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, reservoirs,
dogs, IFI, PCR.
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INTRODUCCION

El término leishmaniasis hace referencia a un grupo de enfermedades causadas
por un protozoario del género Leishmania Ross, 1903; el cual es transmitido al
hombre por la picadura de dipteros hematéfagos, que en el Viejo Mundo
corresponden al género Phlebotomus Rondani & Berté, 1840 y en el Nuevo Mundo
se agrupan en el género Lutzomyia Franca, 1924. Estas parasitosis, causan un
amplio espectro de manifestaciones clinicas, que dependen de la especie de
parasito infectante, el estado inmunitario del hospedero, la edad y estado
nutricional, entre otros factores. Estas formas clinicas incluyen leishmaniasis
cutdnea (LC), caracterizada por uUlceras localizadas en el sitio de picadura;
leishmaniasis cutdnea difusa que se manifiesta con multiples nédulos no
ulcerativos; leishmaniasis mucocutanea (LMC), que provoca un cuadro de
inflamacion y destruccién de los tejidos mucosos; y leishmaniasis visceral (LV), la
cual compromete 6rganos como bazo e higado y puede llegar a ser mortal de no

ser diagnosticada y tratada a tiempo (OMS, 2010b).

La leishmaniasis es considerada como un importante problema de Salud Publica y
se encuentra incluida dentro de la lista de enfermedades desatendidas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2015). Su distribucion geografica
estd limitada por la distribucibn de sus vectores y reservorios, se presenta
principalmente en areas tropicales y subtropicales del mundo. Esta parasitosis es
endémica en 98 paises en cuatro continentes, se estima que actualmente existen
12 millones de personas afectadas en el mundo y 350 millones de personas en
riesgo de contraer la enfermedad. Anualmente, se registran 2 millones de casos
nuevos: 1.500.000 de leishmaniasis cutanea y 500.000 de leishmaniasis visceral,
las cuales representan las dos formas clinicas mas importantes de la enfermedad

(OMS, 2010a). Actualmente, se reconoce que el numero de casos de



leishmaniasis estd aumentando, debido principalmente a los cambios del
ambiente generados por el hombre, que incluyen deforestacién y urbanizacién no
planificada. Esta situacion, ha favorecido la presencia de parasitos, vectores y
reservorios en los nuevos ambientes, hecho que aumenta las posibilidades de la
exposicion humana al vector y por ende a la infeccién por Leishmania (Mendes,
da Silva, Trovéo, da Silva, & Costa, 2002).

En Colombia, se presentan todas las formas clinicas de la leishmaniasis, con
distribucion en todo el territorio nacional, excepto en el archipiélago de San
Andrés y Providencia. Se estima, que existen alrededor de 10 millones de
personas en riesgo de adquirir la enfermedad; cada afio se registran en promedio
mas de 18.000 casos nuevos y se reconoce la existencia de un importante
subregistro (INS 2009). En el pais, entre el afio 2005 y 2014, se presentaron en
promedio 10124 casos anuales de leishmaniasis con transmision principalmente
en el area rural (INS, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013,
2014).

En la Costa Caribe Colombiana, tanto la LC como la forma visceral constituyen un
importante problema de salud publica, debido al caracter endémico que presenta
esta parasitosis en areas rurales y urbanas. En esta region, el foco mas importante
se encuentra ubicado en la subregién de los Montes de Maria, entre los
departamentos de Sucre y Bolivar, el cual junto con los casos reportados en el
departamento de Cordoba, aporta aproximadamente el 83% de los casos de LC
de la regidn y el 71% de los casos de LV del pais (INS, 2005, 2006, 2007, 2008,
2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014). Dentro de este foco, se destacan los
municipios de El Carmen de Bolivar, en Bolivar y Ovejas, en el Departamento de
Sucre (Zambrano, 2009). En esta regién, se han realizado estudios encaminados
a caracterizar los actores del ciclo de la LV y se reconoce la importancia de
Luztomyia evansi Nufiez-Tovar 1924 como el principal vector de Leishmania
(Leishmania) infantum Nicolle, 1908 (Cochero & Blanco, 2002; Le Pape, 1992,
Travi et al.,, 1990); se han determinado los aspectos mas importantes de la

bionomia de este flebotomineo (Cochero & Blanco 2002; Cortés L, Pérez-Doria A.,
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& Bejarano 2009; L. A. Cortés 2006; Lambrafio & Bejarano 2007; Travi, Adler,
Lozano, Cadena, & Montoya-Lerma 2002; Travi et al. 1996) y se ha identificado al
perro como el principal reservorio doméstico de los parasitos (Paternina-Gomez,
Diaz-Olmos, Paternina, & Bejarano, 2013; Rivero & Blanco, 2003); sin desconocer
el papel que desempeian algunos animales silvestres (Corredor et al. 1989; Travi
et al. 1994; Travi, Montoya, Solarte, Lozano, & Jaramillo 1988). Esta informacién
ha servido para el disefio, evaluacion e implementaciéon de medidas de control de
la enfermedad, que han ayudado en parte a controlar los brotes de esta

parasitosis (Vélez et al. 1995).

En el Departamento de Sucre, se destaca el municipio de Ovejas, donde se
presentan aproximadamente 50 casos anuales de leishmaniasis, 92% de los
cuales pertenecen a la forma cutanea (INS, 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010,
2011, 2012, 2013, 2014). En los ultimos afos, se ha observado un incremento en
la incidencia de leishmaniasis cutanea y visceral; actualmente se registran casos
autoctonos en el area urbana. Es probable, que esto sea consecuencia de los
fenébmenos de domiciliacion de los vectores a los ambientes antrépicos, las
condiciones de saneamiento ambiental, desplazamiento forzado derivados del
conflicto armado y la compleja situacion de orden publico que afrontd esta region
en el pasado. En este contexto, estudios de vigilancia epidemiolégica realizados
en el area urbana de este municipio, han permitido encontrar a Lu. evansi
infectado con pardsitos causantes de la leishmaniasis cutanea en la regién y a Lu.
c. cayennensis como posible vector enzodtico de Leishmania (Viannia) (Pérez-
Doria, 2011). Sin embargo, se desconocen los reservorios de estas especies; y se
cree que ademas de la falta de estudios, el desconocimiento de la identidad de
estos animales, es consecuencia de las dificultades que presenta la deteccién de
los parasitos en las poblaciones naturales, un criterio esencial en la incriminaciéon
de reservorios (Ashford, 1996). Ademas, los requerimientos de personal
entrenado, la baja sensibilidad de las técnicas y lo laborioso que resultan los
métodos clasicos de aislamiento de los parasitos (Reithinger, Espinoza,
Courtenay, & Davies, 2003); a esto se suma la gran diversidad de especies

domésticas y silvestres asociadas a los focos de transmision (Reyes A &
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Arrivillaga J 2009); y los falsos positivos producidos por el hallazgo de
tripanosomatideos del género Trypanosoma y Endotrypanum, que también
parasitan a estas especies y morfologicamente son muy similares a los flagelados

del género Leishmania (Pinto et al., 2010).

Considerando el importante problema de Salud Publica que representa la
leishmaniasis en los Montes de Maria, y los datos aqui expuestos, en el presente
trabajo se utilizan técnicas serologicas (Inmunofluorescencia indirecta IFI) y
moleculares (PCR-Secuenciacion), para buscar evidencia del contacto y de la
infeccion natural con los parasitos causantes de la enfermedad en una poblacién
urbana de perros (Canis familiaris), asociados a un foco mixto de leishmaniasis en
la region; con el fin de aportar el conocimiento necesario para que las autoridades
de vigilancia y control de Salud Publica, puedan tomar medidas orientadas al

control de reservorios.



1 MARCO REFERENCIAL

1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una antropozoonosis que afecta la piel, las mucosas o las
visceras, como resultado del parasitismo de los macréfagos por un protozoario
flagelado de la familia Trypanosomatidae Doflein (1901) Grobben (1905),
pertenecientes al género Leishmania Ross (1903). Estos parasitos, son
transmitidos por insectos flebotomineos, que se infectan durante la ingesta de
sangre a partir de los animales que sirven como reservorios; posteriormente,
permiten el desarrollo en su intestino y los transmiten por picadura. En el Viejo
mundo, este papel es desempefiado por dipteros del género Phlebotomus
Rondani & Berté, 1840, mientras en el continente americano, este papel lo

desemperian los insectos del género Lutzomyia Franca, 1924.

La leishmaniasis presenta un caracter focal y esta relacionada con estratos socio-
econdémicos bajos, se encuentra en la lista de enfermedades desatendidas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se reconoce como un problema
significativo en Salud Publica en términos de mortalidad y morbilidad, con un
estimado de 50.000 muertes para el afio 2010 (Alvar et al., 2012). Asi mismo, se
estima que existen 350 millones de personas en riesgo de adquirir la enfermedad
y 12 millones de personas afectadas, si bien, se reconoce la existencia de un
importante subregistro (OMS, 2010a). Esta parasitosis, es considerada
reemergente, debido al aumento en la incidencia de casos en algunas zonas y la
aparicion de brotes en nuevas areas, donde la enfermedad no es endémica
(Maroli, Feliciangeli, Bichaud, Charrerl, & Gradoni, 2013).

Los cambios ambientales, tienen una gran influencia en la epidemiologia de la

leishmaniasis, y se ha sugerido que la distribucién y la carga de la enfermedad se



ven afectadas por el cambio climético ocasionado por el calentamiento global
(OMS, 2010a).

1.1.2 Formas clinicas.

Las formas clinicas varian de acuerdo a la especie del género Leishmania
involucrada, la respuesta inmune y factores genéticos del hospedero, el tiempo de
evolucion de la enfermedad, entre otros (Agudelo & Robledo, 2000). Aunque hay
autores que hablan de una amplia variedad clinica, existen cuatro formas
clinicamente diferenciables: leishmaniasis cutdnea, cuya Ulcera tipica es
redondeada de bordes elevados, eritematosos, con centro granulomatoso limpio y
base infiltrada; las lesiones pueden ser Unicas o multiples y dejan una cicatriz
tipica. La leishmaniasis mucocutdnea, es una consecuencia de LC y puede
presentarse muchos afios después de la Ulcera de la piel, sus lesiones son
dolorosas; en la leishmaniasis cutanea difusa, las lesiones son papulares, se
diseminan en placas y no se ulceran, por no desarrollar respuesta inmunolégica
mediada por células; mientras que en la leishmaniasis visceral, el parasito se
disemina por via linfatica o sanguinea para localizarse en las células
reticuloendoteliales (RE) del bazo, higado, nodulos linfaticos, médula 6ésea,
mucosa intestinal y otros érganos, los cuales tienden a aumentar de tamafo
(OMS, 2010a).

1.1.3 Agente etiologico

Los parasitos causantes de la enfermedad, son flagelados del género Leishmania.
Presentan un ciclo de vida dimérfico (Figura 1), que implica una fase de vida “libre”
llamada promastigote, que se desarrolla en el nicho extracelular del intestino del
insecto vector, y una fase intracelular obligada en el hospedero, conocida como
amastigote, que es capaz de persistir en ambiente extracelular del reservorio,
hasta que son fagocitados; en esta fase, los parasitos exhiben una morfologia
ovoide y carecen de flagelo, por tanto no presentan motilidad. Estudios In Vitro,
sugieren que la temperatura (33-37°C) y el pH (5.5), son los factores ambientales

gue desencadenan los cambios morfo-fisiolégicos que dan origen al amastigote, al



igual que algunos componentes séricos que los opsonizan; analogamente, se ha
encontrado que algunas sefiales de diferenciacion inducidas por estrés, podrian
originarse en el citosol (Barak et al., 2005) y que algunas quinasas activadas por

mitégenos modulan la longitud del flagelo (Wiese, 2007).

Actualmente, se reconocen aproximadamente 30 especies del género Leishmania,
las cuales han sido agrupadas en dos subgéneros de acuerdo a su desarrollo en
el interior del vector; Leishmania (Leishmania), los cuales se replican en el
intestino medio y Leishmania (Viannia) , que se replican en el intestino posterior
del insecto vector (Lainson, Ward, & Shaw, 1977; Shaw & Lainson, 1976). En
América, se ha registrado la presencia de 20 de estas especies en mamiferos,
muchas de las cuales causan manifestaciones clinicas (Ready, 2014). En
Colombia, se han registrado siete especies L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis,
L. (V.) guyanensis, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (V.) colombiensis y L.
(L.) infantum (Corredor-Arjona et al., 1990). En el departamento de Sucre,
especificamente, se han reportado hasta la fecha L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis L. (V.) guyanensis y L. (L) infantum, en estudios realizados en
humanos, insectos y algunos animales, (Cochero, 2002; Luna Tapia, Martinez
Abad, & Rebollo Pérez, 2008; Pérez-Doria, 2011; WHO, 2010).

Figura 1. Morfologia de Leishmania
A) Amastigotes en el interior de un macréfago tefiidos con Giemsa. B) Promastigotes del

género Leishmania tefiidos con Giemsa. Tomado de http://alfaveterinaria.es/leishmaniosis-
canina

1.1.4 Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

El ciclo de vida de los parasitos del género Leishmania es digenético, alternando

entre un hospedero mamifero y un insecto vector. El ciclo zoonético, comienza



cuando los vectores pican a animales, en cuya dermis se encuentran macrofagos
infectados con amastigotes (que constituyen la fuente de infeccién); mediante sus
piezas bucales, trituran la dermis para alcanzar los capilares, formando una
pequefia laguna hemorragica de donde succionan la sangre y el macerado de la
dermis. La saliva del insecto, tiene un papel importante en el establecimiento de la
infeccion, debido a que reduce la produccion del 6xido nitrico por los macrofagos
activados. Los amastigotes ingeridos, llegan al intestino del insecto, donde son
liberados de los macrofagos parasitados y mediante un proceso de
metaciclogénesis, en primer lugar pasan a promastigotes prociclicos, este proceso
ocurre dentro de las siguientes 24 a 48 horas; estos promastigotes tienen un
flagelo muy pequefio que les permite movilizarse, se multiplican por fision binaria
longitudinal en el tracto digestivo del insecto y después de 4 a 7 dias migran a la
faringe y cavidad bucal del vector, desde donde seran transmitidos mediante
picaduras, a la piel del hombre o de los animales, completando el ciclo (Figura 2).

1.1.5 Ciclo de transmision de Leishmania spp.

Existen dos ciclos del parasito, en muchos focos se presenta un ciclo zoonético,
en el cual el parasito se mantiene por medio de poblaciones de animales y el ser
humano se infecta accidentalmente al entrar en este ciclo selvatico, como es el
caso de la leishmaniasis presente en América. En otros casos, la transmision es
antropondética, en la cual, el ser humano estd implicado directamente como
principal reservorio, como ocurre con la leishmaniasis visceral en el subcontinente
Indio y durante la propagacion epidémica en Africa Oriental. En algunas partes del
Viejo y del Nuevo Mundo, la transmision puede ademas ser doméstica (urbana) o
peridoméstica (rural) (OMS, 2010a).
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Figura 2: Ciclo bioldgico y de transmision de los parasitos del género Leishmania.
Tomado de (Harhay, Olliaro, Costa, & Costa, 2011)

1.1.6 Vector

Los vectores de los parasitos del género Leishmania en América, son
flebotomineos que taxondémicamente pertenece al orden Diptera, suborden
Nematocera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia.
Miden de 2 a 5 mm de largo, con un cuerpo cubierto de pelos y alas erectas en
forma de “V” (Figura 3); poseen una forma de volar muy caracteristica, que le
permite avanzar con saltos y mantienen un vuelo bajo y silencioso; presentan
hébitos nocturnos y crepusculares, sélo las hembras son hemato6fagas y estas son
las que transmiten el parasito por picadura. En el nuevo mundo, 56 especies del
género Lutzomyia estan involucradas en la transmision de 15 especies del género
Leishmania (Maroli et al., 2013).

En Colombia, existe una gran diversidad flebotominea, con aproximadamente 163
especies reportadas (Bejarano, Vivero, & Uribe, 2010). En la costa caribe, se
reconoce a Lu. evansi como el principal vector de L. infantum, agente causal de
leishmaniasis visceral (Cochero, 2002), aunque esta especie también se ha
encontrado infectada con parasitos Leishmania (Viannia) (Bejarano, Pérez-Doria,
Paternina, Paternina-Gémez, & Martinez, 2012). En el departamento de Sucre, se

han encontrado 22 especies del género Lutzomyia, de las cuales diez poseen



antecedentes epidemiolégicos como vectores de Leishmania spp.: Lu. longipalpis,
Lu. evansi, Lu. spinicrassa, Lu. gomezi, Lu. panamensis, Lu. trinidadensis, Lu.
ovallesi, Lu. rangeliana, Lu. migonei y Lu. shannoni; de éstas, las 6 primeras han
sido encontradas naturalmente infectadas en Colombia, con parasitos del género
Leishmania y las otras cuatro han sido halladas con Leishmania spp. en
Venezuela, Guatemala, Brasil y México (Bejarano, Uribe, Rojas, & Velez, 2001,
Pardo, Cabrera, Becerra, Fuya, & Ferro, 2006). Estas, tienen habitos antropofilicos
y ademas se alimentan de algunos animales que podrian servir de reservorio a los

parasitos.

Figura 3 Lutzomyia sp. Vector de parasitos del género Leishmania.
Tomado de https:// www.vectorbase.org/image-
gallery/Lutzomyia%?20longipalpis.

1.1.7 Reservorios de Leishmania spp.

En el caso de leishmaniasis, se ha probado que los patrones de distribucién de los
casos humanos de esta parasitosis, no sélo dependen de la distribucion de sus
vectores, sino también de los animales silvestres y domésticos que actian como
reservorios de los parasitos. Epidemiol6gicamente, los reservorios son definidos
como sistemas ecologicos infectados con un agente parasitario persistente, que
comparten las mismas condiciones geograficas y ecoldgicas con los
flebotomineos; aseguran el mantenimiento de la infeccion en la poblacién por
largos periodos de tiempo (Ashford, 1996), y por lo tanto, constituyen piezas

claves para las medidas de control de la enfermedad.

No existe un criterio Unico para definir a un reservorio, sin embargo, se puede

decir, que estos animales deben garantizar la existencia del agente etiolégico y
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debe facilitar su posterior transmisién (Ashford, 1996). Para que un animal, pueda
ser considerado reservorio principal, debe estar representado en numero
suficiente en el nicho ecoldgico donde se presenta la enfermedad; tener un
promedio de vida largo, para asegurar que es fuente de alimentacion para el
insecto vector, con el cual debe tener una relacion estrecha. Ademas, el curso de
la infeccion en el animal debe ser crénico, para que los parasitos estén presentes
en cantidad y tiempo suficientes, para asegurar la infeccién de los flebotomineos;
se requiere que la tasa de infeccion sea lo suficientemente alta para justificar los
casos humanos, es decir, el contacto entre el insecto y el humano tiene que estar
garantizado; y un criterio muy importante es que los aislados de los parasitos del
género Leishmania obtenidos del reservorio, deben ser de la misma especie que
los responsables de los casos humanos de la enfermedad en el mismo nicho
ecolégico (OMS, 2010a).

Para el caso especifico de leishmaniasis visceral, se ha incriminado como
reservorio domestico de L. infantum a C. familiaris y como posibles reservorios
silvestres de estos parasitos a Proechimys canicollis y Didelphys. marsupialis
(Figura 4) (Travi, 2000; Travi et al., 1994; Travi, Osorio, Becerra, & Adler, 1998).

Sin embargo, en el caso de leishmaniasis cutanea, se han realizado algunos
estudios sin llegar a una conclusion definitiva. En Colombia, los reservorios de
pardsitos del género Leishmania causantes de leishmaniasis cutanea, son aun
desconocidos, sin embargo, estudios previos han encontrado naturalmente
infectados con parasitos del subgénero L. (Viannia) a Proechimys semispinosus
(rata espinosa), por lo tanto son considerados como potenciales reservorios de

estos parasitos (Travi, Arteaga, Leon, & Adler, 2002).
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Figura 4. Reservorios de Leishmania spp. A). D. marsupialis. B) Proechimys sp. C)
Canis familiaris.
Tomado de http://www.nhm.ac.uk/education/online-resources/a-day-in-the-life/post-
16/2choose-what-to-study/index.html

1.1.8 Canis familiaris como reservorio de Leishmania spp.

Existe fuerte evidencia experimental y epidemioldgica, para considerar al perro (C.
familiaris), como el principal reservorio de L. infantum en regiones como China,
Mediterraneo y América (Ashford, 1996). Debido a su estrecha relacion con los
humanos, el hecho que gran porcentaje de perros puedan permanecer infectados,
durante gran parte o toda su vida sin signos clinicos evidentes (Dantas-Torres &
Brandao-Filho, 2006; Moreno & Alvar, 2002) y el intenso parasitismo que pueden
presentar en su piel, son razones, que han permitido que este animal, haya sido
incriminado como reservorio de L. infantum desde hace mucho tiempo.

Por otra parte, se han encontrado perros infectados por otras especies del género
Leishmania, sin conocer realmente cual es su papel en el ciclo de transmision. Por
ejemplo, en algunos focos americanos de L. braziliensis se han encontrado perros,
caballos, burros y mulos infectados. Debido a la cantidad de reportes de perros
infectados naturalmente con esta especie (Aguilar et al., 1989; M. Madeira et al.,
2003; M. F. Madeira et al., 2006; Moreno & Alvar, 2002; Ryan et al., 2003), existe
una tendencia a considerarlo como reservorio de esta, sin embargo, no existen

evidencias concluyentes al respecto.

De igual forma, se han encontrado perros infectados por L. panamensis y L.
peruviana en Perl y es importante investigar, el posible papel de estos animales

como fuente de infeccidon dentro del ciclo. Asi mismo, en Colombia, el perro C.
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familiaris, ha sido encontrado infectado con parasitos del subgénero Viannia,
causantes de LC, como es el caso de L. guyanensis Floch, 1954 (Santaella et al.,
2011), L. braziliensis Vianna, 1911, y L. panamensis Lainson y Shaw, 1972 (Velez,
Carrillo, Lopez, Rodriguez, & Robledo, 2012).

Aunque muchos de estos animales, permanecen sin signos clinicos, pese a estar
infectados (asintomaticos), un porcentaje considerable de ellos pueden desarrollar
uno o varios signos (sintomaticos), de un cuadro clinico conocido en veterinaria

como leishmaniasis canina (LCa).

1.1.9 Leishmaniasis canina (Lca).

Se han descrito diversas manifestaciones clinicas y tipos de respuesta inmune en
caninos infectados con Leishmania spp. Se pueden presentar tres escenarios:
infeccion subclinica, una enfermedad autolimitante o una enfermedad severa que
no se puede controlar (Baneth & Aroch, 2008). Asi mismo, en esta especie, se han
establecido dos manifestaciones clinicas fundamentales, que corresponden a

leishmaniasis visceral canina (LVC) y leishmaniasis cutanea canina (LCC).
Leishmaniasis Visceral Canina (LVC)

Los perros infectados por L. infantum, pueden desarrollar una enfermedad fatal
conocida comunmente como leishmaniasis visceral canina, caracterizada por
linfoadenomegalia, atrofia muscular, Ulceras en la piel, pérdida de peso, pérdida
de apetito, onicogrifosis, esplenomegalia, poliuria, polidipsia, entre otros signos
(Dantas-Torres, 2009) (Figura 5). La falla renal crénica es una manifestaciéon de la
progresion de la enfermedad y es la principal causa de muerte en leishmaniasis
visceral canina; varios estudios han encontrado lesiones histolégicas en el 100%
de los perros evaluados (Solano-Gallego et al., 2011).

En general, los signos clinicos de leishmaniasis visceral canina, varian
ampliamente como consecuencia de los numerosos mecanismos patogénicos

involucrados en el proceso de la enfermedad y la diversidad de la respuesta
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inmune en el hospedero, presentando de forma concomitante signos cutdneos y

viscerales.

Figura 5. Caninos con signos clinicos en la leishmaniasis.

A) Perros con leishmaniasis sintomatica. B) Alopecia generalizada y descamacion. C)
Ulceras cutaneas. D) Onicogrifosis. E) Uveitis. F) Glaucoma severo. G) Epistaxis. Tomado
de: Canine Leishmaniasis: an update. Proceedings of the International Canine Leishmaniasis
Forum. Barcelona, Spain, 1999.

Leishmaniasis Cutanea Canina (LCC)

Esta presentacion clinica estd menos documentada que la anterior, sin embargo,
existen reportes de esta forma clinica en caninos. Consiste principalmente, en
Ulceras y otras lesiones cutaneas, similares a las que se presentan en los casos
humanos, causadas por diferentes especies de Leishmania, mayoritariamente del
subgénero Viannia. Algunas especies, que han sido registradas como causantes
de LCC son L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) panamensis, L. (Viannia)
guyanensis, L. (Viannia) peruviana. Los signos clinicos, son causados por
procesos inflamatorios y lesiones inmunomediadas, los cuales estan asociados
con la multiplicacion de amastigotes en el interior de los macrofagos y otras
células del sistema fagocitico mononuclear (Sasani, Javanbakht, Samani, &
Shirani, 2016).

En Suramérica, por ejemplo, se ha establecido que L. braziliensis causa en los
perros, leishmaniasis cutanea, con manifestaciones tales como: lesiones en la piel,

que comienzan con la formacion de un nédulo en el lugar donde ocurrié la
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picadura, este nédulo aumenta de tamafio y puede ulcerarse, aunque las lesiones
también pueden aparecer como placas. Las lesiones, generalmente se presentan
en la nariz, los oidos, y la regidon perineal, que son las regiones del cuerpo donde

los perros tienen menos pelo (Velez et al., 2012).

A pesar de lo anterior, un porcentaje de perros, son naturalmente resistentes a la
enfermedad, sin signos clinicos aparentes (asintomaticos), aunque se encuentren
infectados. Es decir, cursan una infeccion cronica. Adicionalmente, se puede
presentar el caso de especies hibridas (Reithinger & Davies, 1999) y co-infeccién
(M. Madeira, Barbosa-Santos, & Marzochi, 1999).

1.1.10 Respuesta inmune en caninos

La respuesta inmune en perros es muy variable; se ha establecido que una
inmunidad protectora es mediada por células T CD4+, Th1l, liberacion de IFN- vy, IL-
2 y TNFa, los cuales inducen la actividad anti-leishmania de los macrofagos
(Barbieri, 2006). La susceptibilidad a la enfermedad, estad asociada con la
producciéon de una respuesta humoral no protectora, poblacion Th2, citoquinas
como IL-4, que disminuye la inmunidad mediada por células (Reis, Giunchetti,
Carrillo, Martins-Filho, & Moreno, 2010). Dentro de estas posibilidades, la
enfermedad clinica puede ir, desde una dermatitis papular leve, asociada con
inmunidad celular especifica y baja respuesta humoral; a una enfermedad severa,
caracterizada por dafio renal, con glomerulonefritis producida por depdsitos de
complejos inmunes, asociados a una respuesta humoral masiva y alta carga de

parasitos (Saridomichelakis, 2009).

Ademas, existen algunos factores que pueden interferir en la respuesta inmune.
La malnutricibn e inmunosupresion, por ejemplo, son factores importantes, que

pueden afectar la respuesta inmune frente a Leishmania spp. en caninos.

Por otro lado, se han establecido algunos factores genéticos asociados a esta
respuesta. Es asi, como en una cohorte de perros de Brasil, se ha encontrado que

existen polimorfismos en el Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il (CMH
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II), que estdn asociados con susceptibilidad a leishmaniasis, especificamente el
alelo DLA- DRB 01502, el cual fue correlacionado positivamente con el riesgo de
infeccion y con titulos de anticuerpos IgG especificos para Leishmania (Quinnell et
al., 2003).

1.1.11 Diagnostico clinico de LCa

Debido a que el tratamiento de la leishmaniasis es dificil y con frecuencia, esta
asociado a importantes efectos adversos, es fundamental confirmar el diagndstico
de la enfermedad, antes de iniciar la terapia. Ademas, es importante lograr un
diagnéstico diferencial de la leishmaniasis, ya que existen enfermedades
generadas por otros parasitos con manifestaciones clinicas similares (linfomas,
equistosomiasis, paludismo crénico, lepra, canceres de piel, tuberculosis, micosis

cutanea). Es decir, se requieren técnicas de diagndstico sensibles y especificas.

1.1.11.1 Métodos parasitoldgicos

En Colombia, se han utilizado diferentes métodos para el diagnostico de
leishmaniasis en humanos, caninos y otras especies de animales. Dentro de
éstos, el diagnostico parasitolégico, busca la deteccibn de amastigotes de
Leishmania spp. en frotis de diferentes tejidos (piel, bazo, higado, médula 6sea,
ndédulos linfaticos); la desventaja de este método diagndstico, es que es invasivo y
algunas veces poco exitoso para detectar parasitos en caninos asintomaticos
(Lachaud et al., 2001; Mettler, Grimm, Capelli, Camp, & Deplazes, 2005). Sin
embargo, la busqueda de parasitos a partir de biopsias, realizadas por aspiracion
de los ganglios linfaticos o de médula 6sea ha mostrado ser de utilidad
(Saridomichelakis et al., 2005). Para el caso de perros, la puncién ganglionar se
realiza en ganglios popliteos o preescapulares, en los que se recoge tejido y se
extiende sobre un portaobjetos y se inocula en medios de cultivo. Su principal
desventaja, es que puede presentar baja sensibilidad para la deteccion de
amastigotes de los parasitos del género Leishmania en algunos tejidos o fluidos;

adicionalmente, puede requerir de otras pruebas diagnosticas, como
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inmunoquimica o PCR, cuando los parasitos no son visualizados. Estas pruebas,
no revelan el estado inmunolégico del perro y adem@s necesita de experiencia por
parte de quien realiza la lectura (Moreira, Luvizotto, Garcia, Corbett, & Laurenti,
2007).

Para el aislamiento en medios de cultivo, en el que el parasito se diferencia a
promastigote, este se multiplica hasta que es detectable por observacion
microscoépica. Un proceso que usualmente tarda entre 6 y 15 dias, pero que en

algunos casos puede requerir hasta dos meses (Da Silva et al., 2006).

Otro método utilizado, es la inoculacion de parasitos en animales de
experimentacion; para ello, una muestra de tejido macerado del animal estudiado,
se inocula a un animal de laboratorio, en el cual el parasito se multiplicay alas 3 0
4 semanas, se pueden observar los amastigotes en los macréfagos de algunos
organos como bazo, en caso de haber sido exitosa la infeccion.

1.1.11.2 Métodos Serologicos

El diagndstico inmunoldgico, es determinante cuando los métodos parasitolégicos
han arrojado resultados negativos y ademas son muy utilizados en estudios
epidemiologicos. Estos, exploran cambios del sistema inmunitario, producidos
especificamente por parasitos e indirectamente permiten el diagnéstico (Ferrer,
1999; Martinez, 1995). Busca anticuerpos especificos anti-Leishmania,
generalmente del tipo 1gG; algunas de las técnicas mas utilizadas son:
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), Aglutinacién directa (DAT), Inmunoblot y el
método inmunoenzimético (ELISA). Presentan la desventaja, que no detectan la
presencia actual del parasito y ademas, puede presentar reaccion cruzada

especialmente con otros tripanosomatideos.

Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Es una prueba en la cual, anticuerpos
IgG reaccionan con parasitos que han sido fijados en una placa; luego, estos
anticuerpos son detectados por anti-lgG marcados con fluorocromos. Presenta
algunas desventajas, entre las cuales esta la dificultad para la estandarizacion, asi

como para la interpretacion de resultados, ya que esta Ultima depende en gran
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medida de la experiencia de quien realiza la lectura, por lo tanto, su
reproducibilidad varia entre laboratorios. Sin embargo, a pesar de estas
limitaciones, sigue siendo usada como un método de diagndstico para el
procesamiento de sueros caninos. Es quizas, la prueba mas utilizada para el
diagnostico de leishmaniasis visceral canina y en algunos casos se utiliza como
prueba confirmatoria. Su sensibilidad y especificidad, varian con rangos de 68 a
100% y 60 a 90% respectivamente (Ferroglio, Centaro, Mignone, & Trisciuoglio,
2007; Lira et al., 2006).

1.1.11.3 Métodos de deteccion basados en biologia molecular

Con la aplicacion de las técnicas de biologia molecular, es posible detectar de
forma directa, el ADN de los parasitos en los tejidos del hospedero, lo que ha
permitido mejorar la sensibilidad y especificidad del diagnéstico, respecto a las
técnicas inmunoldgicas. En este sentido, la técnica mas utilizada ha sido la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), una técnica que permite la
amplificacion In Vitro de secuencias especificas de ADN (Saiki, 1985); esta es una
prueba rapida, barata y simple (McPherson, Quirke, & Taylor, 1991). Presenta
ventaja sobre métodos seroldgicos y clinicos, debido a que es independiente del
estado inmune, puesto que detecta directamente la presencia del ADN del parasito
en la muestra de tejido del perro (Reale et al., 1999). Entre sus principales
desventajas, estd que puede presentar falsos positivos y negativos por
contaminacion o inhibicion, respectivamente; adicionalmente, cada laboratorio

realiza su propia estandarizacion.

Desde sus inicios, ha sido una herramienta importante en la deteccién de infeccion
natural por Leishmania spp. en humanos y animales, dentro de los cuales se
encuentra C. familiaris (Alexander, Lozano, Barker, McCann, & Adler, 1998). En la
actualidad, se sigue utilizando esta técnica y algunas de sus variantes, como

multiplex-PCR, PCR en tiempo real, entre otras, para demostrar infeccion de
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animales con Leishmania spp. (de Almeida Ferreira et al., 2012; Ferreira, Gontijo,
Cruz, Melo, & M Silva, 2010; Shang et al., 2011).

Como el perro se considera el principal reservorio de L. infantum, en los estudios
de vigilancia epidemioldgica, se han utilizado diferentes tejidos para el diagnadstico,
como sangre y médula 6sea (R. Reithinger, B. Lambson, D. Barker, & C. Davies,
2000), piel y conjuntiva (Solano-Gallego, Morell, Arboix, Alberola, & Ferrer, 2001;
Strauss-Ayali, Jaffe, Burshtain, Gonen, & Baneth, 2004). Asi mismo, se han
establecido diferentes regiones como blanco para la amplificacion de su ADN,
entre ellos ADN nuclear, tales como el gen de ARNr de la subunidad pequefa
(ARNr SSU) (Van Eys, Schoone, Kroon, & Ebeling, 1992), region del espaciador
transcrito interno ITS (de Almeida et al., 2011; El Tail, Osman, El Fari, Presbefi, &
Schiinian, 2000), el gen de la Proteina de Choque Térmico de 70 KDa (HSP70)
(Montalvo et al., 2014; Montalvo et al., 2010). En el genoma mitocondrial, se han
amplificado genes del minicirculo (Lachaud et al., 2002; Weirather et al., 2011),
citocromo b (Asato et al.,, 2009; Kato et al., 2008), entre otros, obteniéndose
diferentes resultados en especificidad y sensibilidad.

Cada uno de estos marcadores, puede ser usado dependiendo del objetivo del
trabajo; es asi, como se han utilizado protocolos de PCR para detectar parasitos a
nivel del género Leishmania. Para este tipo de andlisis son Utiles iniciadores
comunes que amplifican ADN de la regién ribosomal 18S, secuencias repetitivas
nuclear, ADN del kinetoplasto, dependiendo de la identificacién directa del parasito
en materiales clinicos (Andresen et al., 1997; Hassan et al., 1993; Osman et al.,
1998; Osman et al., 1997; Piarroux et al., 1995; Uliana, Affonso, Camargo, &
Floster-Winter, 1991). En el caso de identificacion de especie, se pueden utilizar
diferentes marcadores moleculares, entre ellos, ADN del kinetoplasto y nuclear y
secuenciacion de genes especificos de especies, por ejemplo, la secuencia de la
primera parte de ITS (localizada entre los genes de ARNr de la subunidad
pequefia y el ARNr 5.8S) (Strauss-Ayali et al., 2004).

Asi mismo, el gen citocromo b, ha mostrado ser un marcador atil en la

diferenciacion de especies del género Leishmania (Luyo-Acero et al., 2003), ya
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gue exhibe suficiente polimorfismo, para discriminar cada una de las especies de
este género que infectan humanos. Ademas, la secuenciacion de este gen, se ha
comparado con la electroforesis isoenzimatica, mostrando muy buenos resultados
(Marco et al., 2006).

Dentro de los genes nucleares, se destaca la proteina de choque térmico de 70
kDa (HSP70), la cual es conservada en procariotes y eucariotes. La importancia
de estas proteinas, radica en su actividad como proteina chaperona, que permiten
la supervivencia de la célula en situaciones de estrés térmico (Hartl & Hayer-Hartl,
2002). En el caso de Leishmania spp., los dos principales factores de estrés
ambiental son el pH y la temperatura, ya que, mientras que en el insecto
poiquilotermo, los promastigotes de Leishmania spp. se encuentran a
temperaturas de 22 a 28°C, en el hospedero mamifero homeotermo, la
temperatura varia de 31 a 35°C en el caso de las especies cutaneas, mientras en
las especies viscerales alcanzan 37°C. Por tanto, para asegurar su supervivencia
en el mamifero, Leishmania spp. ha adquirido mecanismos de termotolerancia,
para lo cual las proteinas HSP70 resultan fundamentales durante la transmision.
La exposicion a elevadas temperaturas, provoca en los promastigotes, un
aumento en la sintesis de HSP70 y la HSP83,dos de las principales proteinas de
choque térmico (Lawrence & Gero, 1985), por tanto son importantes en la
transformaciéon promastigote-amastigote. Esta proteina, ha sido caracterizada en
estudios filogenéticos de diferentes parasitos; el gen HSP70 es un gen que a
pesar de no poseer gran numero de copias (de 6 a 15 copias) en el genoma de los
parasitos del género Leishmania (Folgueira Fernandez, 2006), ha demostrado ser
atil en la identificacion de especies de estos protozoarios (Fraga, Montalvo, De
Doncker, Dujardin, & Van der Auwera, 2010; Montalvo Alvarez et al., 2010).

1.1.12 Tratamiento

El tratamiento de la leishmaniasis varia de acuerdo a la especie, la severidad de la
enfermedad, el 6rgano donde presente la infeccion el individuo y el estado

nutricional e inmunoldgico del paciente, debido a que la respuesta ante la terapia
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no es la misma y varia entre los organismos; existen varios esquemas

terapéuticos que incluyen a farmacos de primera y segunda linea.

En el caso de leishmaniasis canina, las drogas mas utilizadas son antimoniato de
meglumina, aminosidina y miltefosina. La terapia combinada de antimoniato de
meglumina con alopurinol, ha mostrado ser una de las mas efectivas. La
anfotericina B ha mostrado buena eficacia, pero tiene varias desventajas, entre
ellas la via de administracion intravenosa y su nefrotoxicidad; la aminosidina tiene
efectos laterales severos como la nefrotoxicidad y ototoxicidad, por lo tanto no se

recomienda como tratamiento de primera linea (Solano-Gallego et al., 2009).

1.2 ESTADO DEL ARTE

Dentro del ciclo de vida de un parasito, los reservorios constituyen la fuente de
infeccion para los vectores del foco, donde la enfermedad es endémica. Para el
caso de leishmaniasis, aunque se han realizado estudios, que han encontrado
muchas especies vertebradas infectadas con parasitos del género Leishmania,
pocos trabajos han relacionado estos hallazgos con el escenario ecoldgico, para
indicar el posible papel de estas especies, en el mantenimiento y transmision del
parasito; es decir, relacion espacial de los parasitos con estos animales y su
capacidad para transmitir estos a los vectores (Roque & Jansen, 2014).

El perro, C. familiaris, es considerado como el principal reservorio de parasitos
causantes de leishmaniasis visceral en el ciclo peridoméstico y doméstico
(Cordero Del Campillo & Rojo Vasquez, 1999). Los principales hospederos
mamiferos de L. infantum, son miembros de la familia Canidae, y se han implicado
como reservorios silvestres del parasito a los zorros Cerdocyon thous, (R. B.
Gomes et al., 2007; Lainson et al., 1990) y Lycalopex vetulus (Mello, de Rego,
Oshozo, & Nunes, 1988) en América Latina; el zorro rojo Vulpes vulpes en Europa
Occidental y el chacal dorado Canis aureus; y V. vulpes en el Medio Oriente
(Baneth & Jaffe, 1999). Asi mismo, algunos miembros de la familia Didelphidae
como las zarigiueyas Didelphis albiventris y Didelphis marsupialis, también han

sido sugeridas como reservorios selvaticos de estos parasitos (Travi et al., 1998).

21



En el Nuevo Mundo, se ha implicado a una amplia variedad de animales silvestres
y domésticos como reservorios de las especies del género Leishmania. El perro
(C. familiaris), se ha encontrado naturalmente infectado con estos parasitos en
areas andinas de Argentina y Peru (Acardi, Liotta, Santini, Romagosa, & Salomén,
2010; R. Reithinger, B. E. Lambson, D. Barker, & C. Davies, 2000); asi como
también en algunas areas de Brasil (Savani et al., 2011). Otras especies
implicadas son D. albiventris (Sherlock, Miranda, Sadigursky, & Grimaldi Jr, 1984)
(Quintal et al., 2011) y gran variedad de roedores como Rattus rattus (De Lima, De
Guglielmo, Rodriguez, Convit, & Rodriguez, 2002), Akodon arviculoides (Rocha et
al., 1988), Phyllotis andinu (P. Ministerio de Salud, 2000), entre otros. Sin
embargo, la importancia epidemiolégica de algunas de estas especies, como
reservorios no esta probada y requiere mayores estudios, especialmente de
infectividad y patrones ecoldgicos. Asi mismo, aunque existen registros de
infeccion natural de gatos con L. infantum, su papel como reservorio aun es
controversial y se ha considerado como un hospedero accidental en lugar de un

reservorio (Gramiccia & Gradoni, 2005).

En la Guyana francesa, se pudo demostrar la infeccibn de animales silvestres
como C. didactylus, D. marsupialis y Proechimys sp con L. guyanensis y se logré
aislar L. amazonensis de Proechimys sp (J. Dedet, F. Gay, & G. Chatenay, 1989).
Se ha probado la infecciébn natural con L. (V) braziliensis en especies de
perezosos tales como Choloepus hoffmani, Bradypus infuscatus y Bradypus
griseus en Panama (A. Herrer, H. Christensen, & R. Beumer, 1973); asi mismo, L.
amazonensis ha sido encontrada en los roedores Heteromys anomalus,
Proechimys spp; similarmente, Leishmania mexicana se ha aislado de Heteromys
dermarestianus, Proechimys spp. y Oryzomys capito en Honduras (J. P. Dedet, F.
Gay, & G. Chatenay, 1989; A. Herrer, H. A. Christensen, & R. J. Beumer, 1973;
Herrer & Telford, 1969; Herrer, Thatcher, & Johnson, 1966; Lainson & Strangways-
Dixon, 1964) y de perros en la peninsula de Yucatan (Lopez-Cespedes et al.,
2012).
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Por su parte, en Colombia, D. marsupialis ha sido considerado un importante
reservorio, debido a que se ha hallado infectado en la Costa Pacifica y la Costa
Caribe, con tasas de infeccion de hasta el 32.4% (Travi et al., 1994; Travi et al.,
1998). Esto, sumado a su comportamiento sinantropico, las preferencias de
picadura del vector por este animal, generan el escenario para que los vectores,
que se encuentran en el peridomicilio o intradomicilio, puedan adquirir la infeccion;
y de esta forma podrian constituir un importante eslabon, entre el ciclo de
transmision natural selvatica o rural y el ciclo doméstico de transmision de la
leishmaniasis. Por estas razones, estos animales son considerados como
reservorios ideales de L. infantum (Travi et al., 1998) (Corredor-Arjona et al.,
1989). En la Costa Caribe Colombiana, se ha logrado incriminar a C. familiaris
como el principal reservorio doméstico de L. infantum, especie causante de la
leishmaniasis visceral (Corredor-Arjona et al., 1989; Y. A. Diaz-Olmos & Paternina-
Gomez, 2008; Rivero & Blanco, 2003).

En Colombia, se ha aislado también L. braziliensis de animales domésticos como
perros (C. familiaris) y burros (Equus asinus) (Botero & Restrepo, 1998); sin
embargo, no se ha logrado identificar definitivamente, a algin animal como
reservorio de los parasitos que causan leishmaniasis cutanea. De hecho, en el
pais, se desconoce el papel que desempefian los vertebrados en la epidemiologia
de esta forma clinica y se toman como referentes y potenciales reservorios, los
resultados de trabajos realizados hace décadas en paises vecinos, los cuales
presentan marcadas diferencias geograficas y ecoldgicas entre si y respecto a
Colombia. Es significativo resaltar, que la importancia de cada animal como
reservorio, puede variar ampliamente de una regién a otra y los resultados de
estudios locales no deben ser extrapolados a otras regiones sin evidencia

ecoldgica robusta (Dantas-Torres, 2007).

En el caso de caninos, el perro se considera como una victima de esta parasitosis,
porque en algunos casos, estos animales pueden sufrir la enfermedad, y a la vez
puede cumplir un papel como reservorio de estos parasitos. Si bien, como se

expuso anteriormente, gran parte de los hallazgos se han enfocado en L. infantum,

23



como agente causal de leishmaniasis visceral, son cada vez mas frecuentes los
registros en los que se involucra al perro como posible reservorio de los parasitos
que causan la forma cutdnea de la enfermedad (Falqueto et al., 1991; A. H.
Gomes et al., 2007; Reithinger & Davies, 1999; Reithinger et al., 2003). En este
sentido, es importante resaltar que en el territorio nacional se han encontrado
perros infectados naturalmente con Leishmania (Viannia) spp.; en estudio
realizado por Vélez y colaboradores, en el cual se evaluaron 72 perros
pertenecientes al ejército nacional, se encontrd L. braziliensis y L. panamensis
causando leishmaniasis cutanea en estos caninos (Velez et al., 2012). Asi mismo,
en el foco de Chaparral, Tolima y zona periurbana de Villavicencio se encontraron
perros infectados con L. guyanensis y L. braziliensis (Santaella et al., 2011;
Vasquez-Trujillo et al.,, 2008); no obstante, aunque las observaciones no son
concluyentes, no se descarta que el perro pueda actuar como reservorio del
parasito; como ha sido descrito en focos ubicados en Venezuela, donde se han
encontrado perros, que pueden ser infectivos para el vector (Hernandez, Rojas,

Scorza, & Jorquera, 2006).

Es importante resaltar, que la transmisibn de los parasitos, causantes de
leishmaniasis ha cambiado en Suramérica; cada vez es mas frecuente, la
aparicion de brotes y microfocos en ambientes domésticos, rurales y urbanos, que
la tipica transmision selvatica. Esta situacion, se puede explicar en parte, debido al
movimiento de perros y otros animales infectados, entre areas donde el parasito
es endémico y nuevas areas libres de la enfermedad (Rotureau, Ravel, Aznar,
Carme, & Dedet, 2006); lo que sumado a cambios en la ecologia del vector, ha
favorecido la aparicion de nuevos focos y ha producido un incremento en el

namero de personas en riesgo.

Aunque la prevalencia de la infeccibn por Leishmania spp. en perros, en
Suramérica, varia de region en regién y entre estas varia, de acuerdo al método
diagnéstico utilizado, se estima que va desde 25% y puede llegar a 75%, en focos
donde la enfermedad es altamente endémica. Sin embargo, es dificil estimar la

verdadera prevalencia de esta infeccion en perros, debido a la cantidad limitada de
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estudios realizados en algunos paises, la existencia de diferencias metodoldgicas
entre estudios (tamafio de muestra y criterio de positividad) y las limitaciones
inherentes a la serologia y pruebas moleculares (Dantas-Torres, 2009). Se plantea
por lo tanto, que la leishmaniasis canina en Suramérica, presenta una
epidemiologia compleja, por lo que se hacen necesarios, estudios encaminados a
aclarar aspectos claves de esta parasitosis y del papel del perro en el ciclo
epidemioldgico de la leishmaniasis, para tratar de disminuir los casos de

leishmaniasis humana y canina.

En Colombia, el control de la leishmaniasis canina conduce a la eliminacion
concertada de los perros seropositivos. Sin embargo, los andlisis de resultados de
estas medidas en Brasil, indican que estas, tienen poco efecto sobre la incidencia
de la enfermedad, sus resultados han sido poco satisfactorios y motivo de
controversia. Como explicacion, se ha planteado que en parte, esta situacion es
producto de la baja sensibilidad de las pruebas inmunoldgicas, el tiempo que
transcurre entre la toma de las muestras, la eliminacion y el reemplazo de la
poblaciones sacrificadas con perros sanos susceptibles a la infeccion (Courtenay,
Quinnell, Garcez, Shaw, & Dye, 2002; Y.A. Diaz-Olmos, Paternina-Gémez M., &
E., 2008); por lo que se considera que esta medida es insuficiente para interrumpir
el ciclo zoondtico del parésito (Grimaldi, Teva, Santos, Ferreira, & Falqueto, 2012).
También, se ha sugerido que las nuevas poblaciones caninas de reemplazo se
infectan rapidamente, porque los insectos domiciliados, eventualmente pueden
adquirir los parasitos a partir de los reservorios silvestres como zariglieyas Yy

roedores (por ejemplo, D. marsupiales y P. canicollis).
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2 OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Determinar la seroprevalencia de leishmaniasis y la tasa de infeccion con
Leishmania spp. en poblacién canina urbana del municipio de Ovejas, Costa
Caribe colombiana.

2.2 ESPECIFICOS

Determinar seroprevalencia de leishmaniasis en una poblacién urbana de C.

familiaris en el municipio de Ovejas, mediante Inmunofluorescencia indirecta (IFl).

Estimar las tasas de infeccidbn por Leishmania spp. en C. familiaris mediante

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen citocromo b y HSP70.

Tipificar las especies del género Leishmania que infectan de manera natural a

caninos asociados al foco mixto de leishmaniasis de Ovejas, Sucre.

Establecer cuales son los factores de la vivienda y su entorno asociados con la

presencia de caninos positivos en el area bajo estudio.
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3 METODOLOGIA

3.1 AREA DE ESTUDIO.

El estudio fue realizado en area urbana del municipio de Ovejas, Departamento de
Sucre, perteneciente a la subregion de los Montes de Maria (figura 6);
seleccionado por ser uno de los municipios que mA&s aporta casos de
leishmaniasis cutanea y visceral en el departamento y en el pais. En el afio 2013,
registré un total de 38 casos de LC (de los cuales 8 fueron registrados en el area
urbana) y 1 caso de LV (INS, 2013). Ademas, se han encontrado vectores
infectados de forma natural con parasitos del género Leishmania, causantes de la
forma cutanea de la enfermedad. En términos ecolégicos, la zona de vida del
municipio de Ovejas corresponde a bosque seco tropical (Holdridge, 1966),
también denominado zoonobioma tropical alternohigrico (Hernandez-Camacho,
Hurtado G., Ortiz Q., & Walschburger, 1992); con registros de temperatura media
de 27.5°C, humedad relativa de 77- 80% y precipitaciones de 1000-1300 mm.
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Figura 6. Ubicacion geografica del municipio de Ovejas, Sucre.
Tomado de: http://ovejas-sucre.gov.co; y http://www.businesscol.com.

3.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS
El presente estudio es de tipo descriptivo, transversal.

Para la seleccion de los barrios donde se realiz6 el muestreo, se revisaron los
registros epidemiolégicos de casos humanos de LC y LV de los afios 2008-2012,
suministrados por la Secretaria de Salud Departamental de Sucre. Inicialmente, se
realizaron visitas de inspeccion, en aquellos lugares donde se registraron casos
recientes de la enfermedad y se seleccionaron los barrios donde se report6 el

mayor nimero de casos.

3.3 ESTIMACION DEL TAMANO MUESTRAL Y TOMA DE MUESTRA

El tamafio de la muestra de la poblacion canina, se estimo en 146 perros. Este
calculo se realizé con el programa WInPEPI v11.18, con un nivel de confianza del
95%, una prevalencia de 11%, que fue encontrada en trabajos previos realizados
en zonas rurales del municipio de Ovejas (Paternina-Gomez et al., 2013) y un
tamanfo total de poblacién canina de 4374 (Censo canino de Ovejas 2011, Umata,

datos no publicados). Para la seleccién de los caninos, se tuvieron en cuenta los
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siguientes criterios de inclusiéon: residencia permanente en la zona bajo estudio,
tener edad igual o superior a los tres meses y el consentimiento informado firmado
por los propietarios. Como criterios de exclusion: edad inferior a tres meses, no
contar con consentimiento informado por parte del duefio del canino y en el caso

de hembras, encontrarse en estado de gestacion.

La toma de muestra, se llevé a cabo con la ayuda de un médico veterinario y se
aprovecharon las actividades contempladas en el programa de extension social de
vacunacion contra Rabia y de desparasitacion de la Secretaria de Salud municipal
de Ovejas, coordinada con la Secretaria de Salud Departamental de Sucre. En
estas actividades, los duefios de los animales fueron citados en un lugar de
concentracion del municipio, se explicaron los objetivos del trabajo, se
respondieron las dudas y se solicité la firma del consentimiento informado (Anexo

1), para autorizar la toma de muestras al animal.

Adicionalmente, considerando la abundancia de caninos en la zona y sus
antecedentes como reservorio reconocido de L. infantum, se realiz6 una encuesta

epidemiologica (Anexo 2) y se procedio con la toma de muestra

Se recolectaron muestras de sangre de la poblacién canina. Con la ayuda del
duefio y del veterinario, se sujeté e inmovilizdé el animal; en algunos casos, los
animales por su gran tamafio fueron sedados. A cada animal, consciente y/o
sedado se le coloc6 un bozal, posteriormente se limpio la zona de donde se tomd
la muestra con alcohol al 70%; se tomaron 5 ml de sangre periférica por puncion
de la vena cefélica o yugular (Figura 7). Estos 5 ml fueron divididos asi: 2.5ml de
sangre para obtencion de suero sanguineo (centrifugando a 3000 rpm durante 10
minutos) y 2.5ml en un tubo que contenia anti-coagulante (EDTA); cada uno se
rotulé y se almaceno a -20°C, hasta la realizacion de las pruebas seroldgicas y

moleculares.
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Figura 7. Toma de muestra de sangre a caninos.
A) Puncion de la vena yugular. B) Puncién de la vena cefalica

3.4 EXAMEN FiSICO DE CANINOS

A cada perro, se le realiz6 un examen fisico con la colaboracién del médico
veterinario, el cual inspecciond por completo al animal en busca de signos clinicos
compatibles con leishmaniasis. Ademas, se realizé una valoracion sobre el estado
general del perro; estos datos, fueron registrados en una seccion especial del

formato de encuesta epidemiolégica (Anexo 2) y se construyé un historial clinico.

3.5 DETERMINACION DE SEROPREVALENCIA DE LEISHMANIASIS
CANINA

3.5.1 Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

La prueba de inmunofluorescencia indirecta se realiz6 utilizando promastigotes de
L. (V) braziliensis. Para utilizar los parasitos como antigenos, los promastigotes
cosechados, fueron lavados tres veces con PBS (bufer fosfato salino) pH 7.2 y
fueron fijados con formalina 2% durante 24 horas. Luego de esto, los
promastigotes, se contabilizaron en camara de Newbawer y se ajustaron a una
concentracion de 2x10° parasitos/ml en PBS pH 7.2. Se depositaron 20uL de esta
suspension, en cada pozo de la placa para IFl y se dej6 secar a temperatura
ambiente durante dos horas; luego, las placas fueron sumergidas en acetona

durante 10 minutos y se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente,
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se adicion6 en los pozos antigenados, 20 uL de cada suero problema (diluciones
1/32, 1/64 y 1/128), asi como los controles positivos y negativos por duplicado.
Seguidamente, las placas se incubaron por una hora a 37°C en camara humeda,
se realiz6 un lavado y se agregaron 20uL del conjugado de anti-IgG de perro,
marcada con fluoresceina (diluida 1:100) mas Azul de Evans (0,04%); se incubé a
37°C durante 1 hora, en camara humeda en oscuridad. Luego, se lavaron las
placas y se dejé secar a temperatura ambiente; posteriormente, se depositd una
gota de glicerol tamponado a cada pozo y se cubrié con laminas cubreobjetos,
para ser examinadas bajo un microscopio de fluorescencia (figura 8). Como
controles positivos, se usaron sueros sanguineos de caninos, provenientes de un
area rural de Ovejas, donde la leishmaniasis es endémica, que presentaban
infeccion activa y con resultados de PCR positivo. Como controles negativos, se
utilizaron sueros de perros residentes en Sincelejo, en areas donde no se han
registrado casos de leishmaniasis, sin antecedentes de haber padecido la
enfermedad, en buen estado de salud y con prueba de PCR negativa. Se
consideraron positivas, las muestras de suero que fueron positivas para una
dilucion = 1/32, como esta establecido en las normas colombianas (Instituto
Nacional de Salud, 2010).

Figura 8. Procedimiento para IFI.
A) Fijacion de parésitos. B) Lavado. C) Inoculacion de suero. D) Fijacién de conjugado.

E) Incubacion en cdmara humeda. F) Lectura en el microscopio de fluorescencia.
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3.6 DETECCION DE INFECCION NATURAL CON Leishmania spp. EN
CANINOS

3.6.1 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN a partir de la muestra de sangre periférica total, se realizd
segun el protocolo de alta concentraciones de sales (Collins et al.,, 1987),
modificado por Rivero & Blanco, 2003. A la muestra de 500ul de sangre, se
adicionaron 495ul de bufer de extraccion (Tris 10mM, EDTA 1 mM, SDS 1%), se
incubdé por 10 minutos, luego se agregaron 10 ul de proteinasa k (2ug/ul) y se
incub6 a 65°C por 2h; posteriormente, se inactivo la proteinasa k a 95°C por 10

minutos.

Se centrifugd a 12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C, se recolect6 el
sobrenadante y se le adicionaron 50 ul de Acetato de Potasio 8M, se mezclé por
inversién durante 15 minutos en hielo. Luego, se centrifugé a 12000 rpm durante
10 minutos a 4°C y el sobrenadante se pas6 a otro tubo. Posteriormente, se
adicionaron 0.6 volumenes de etanol absoluto y se incubé a -20°C toda la noche.
El precipitado de ADN resultante, se lavé dos veces con etanol al 70%, se
centrifugé a 12000 rpm por 5 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. El
ADN se sec6 en un concentrador de ADN marca geneVac® y fue resuspendido en

50 pl de agua estéril.

Con el fin de verificar la integridad del ADN obtenido, se realizé una PCR de
control interno, con los cebadores Actin-FWD (5-CGGAACCGCTCATTGCC-3’) y
Actin-REV (5’-ACCCACACTGTGCCCATCTA-3’) (Ferreira et al., 2010), los cuales
delimitan un fragmento de 289 pb del gen B-actina.
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3.6.2 Amplificacion del gen Citocromo b de Leishmania spp. en muestras de

caninos

La deteccion de infeccion natural con Leishmania spp., se realiz6 por PCR
convencional del gen Citocromo b (Cyt b); en este proceso, se utilizaron los
cebadores LCBF1 5-GGT GTA GGT TTT AGT YTA GG-3’' y LCBR2 5-ACA ATA
AAC AAA TCA TAA TAT RCA ATT -3’ (Luyo-Acero et al., 2003), los cuales
flanquean un fragmento de aproximadamente 860 pares de bases (pb). Esta PCR
se realizé en un volumen total de 50 pl, en el que se usaron entre 3-5 ul del DNA
extraido, 10 pmoles de cada cebador, mezcla de reaccién (10 mM de Tris-HCI, pH
8.3, 50 mM de KCly 1.5 mM mM MgClz con dNTPs a una concentracion 1X) y una
unidad de Tag DNA Polimerasa; la mezcla de reaccién, se incubd en un

termociclador Bio-rad bajo el perfil térmico que se encuentra en la tabla 1.

3.6.3 Amplificacion del gen Hsp70 de Leishmania spp. en muestras de

caninos

Se utiliz6 como un segundo marcador, al gen que codifica para la Proteina de
Chogque Térmico de 70 Kda (Hsp70). En esta reaccion, se utilizaron los cebadores
Hsp70 Sen 5-GAC GGT GCC TGC CTA CTT CAA-3’ y Hsp70 ant 5-CCG CCC
ATG CTC TGG TAC ATC -3’ (Fraga et al., 2010); estos iniciadores delimitan un
fragmento de aproximadamente 1460 pares de bases (pb). La PCR se realiz6 en
un volumen total de 50 ul, que contenia entre 3-5 ul del DNA extraido, 10 pmoles
de cada cebador, mezcla de reaccion (10 mM de Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM de KCl 'y
1.5 mM mM MgCI2 con dNTPs a una concentracion 1X) y una unidad de Taq DNA
Polimerasa, la mezcla de reaccion se incub6 en un termociclador Bio-rad bajo el

perfil térmico que se encuentra en la tabla 2.
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Tabla 1. Perfil térmico empleado en la amplificacién del gen Citocromo b de

Leishmania spp.

Temperatura Tiempo Etapa N° Ciclos
95°C 2 minutos Activacion de la 1
enzima
95°C 20 segundos Desnaturalizacion 40
60°C 40 segundos Alineamiento
72°C 1 minuto Extension
72°C 5 minutos Extension final 1

Tabla 2. Perfil térmico empleado en la amplificacion del gen HSP70 de Leishmania

Spp.

Temperatura Tiempo Etapa N° Ciclos
95°C 2 minutos Activacion de la 1

enzima

95°C 20 segundos Desnaturalizacion 40
56°C 40 segundos Alineamiento
72°C 40 segundos Extension
72°C 5 minutos Extensién final 1

3.6.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos obtenidos por PCR del gen B-actina de vertebrados, gen Cyt b y
Hsp70 de Leishmania spp., se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
1,5% en bufer TBE 0,5X (Tris, acido borico, EDTA). EI ADN fue tefiido con GelStar
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(Lonza); cinco microlitros de los productos obtenidos fueron mezclados con dos pl
de bufer de carga (flexi buffer Green de Promega®), y fueron separados a 80
voltios durante 50 minutos. Estos productos, fueron visualizados con un
transiluminador de luz ultravioleta y el tamafo de los fragmentos se calculd
tomando como referencia un marcador de peso molecular de 1000 bp (Jena
Bioscience), con la ayuda del programa Quantum-Capt ST-4 version 15.18 para
Windows copyright© 2004-2011 (VIber Lourmat).

3.6.5 Secuenciacion de productos del gen citocromo b y Hsp70 de

Leishmania spp. amplificados por PCR

Las muestras, en las que se amplifico el tamafio esperado para el gen citocromo b
y Hsp70 de Leishmania spp., cuya concentracion fue igual o superior a 100 ng/ pl,
se purificaron a partir del gel, para eliminar restos de cebadores y bandas
inespecificas. Este procedimiento, se realiz6 con un estuche de purificacion
QIAGEN®, siguiendo las instrucciones del fabricante. La determinacion de la
secuencia nucleotidica de los productos amplificados, se realizd6 en un
secuenciador automatico de electroforesis capilar (ABI 3730xI DNA analyzer),
basada en el método de terminacién de cadena con dideoxinucle6tidos marcados
con diferentes grupos fluorescentes (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977); en este
proceso, se usaron los mismos cebadores que la PCR inicial y para el caso del
gen HSP70, se utilizdé un tercer cebador (HSP70 2F 5-CTG AAC AAG AGC ATC
AAC CC-3"), que se ubica entre la posicién 1084 y la posicién 1103 del gen (Fraga
et al., 2010). Este cebador fue incluido, para recuperar la parte central del
fragmento amplificado y poder crear una secuencia consenso del gen de 1460 pb.
Este servicio fue contratado con la compafiia Macrogen.

3.6.6 Andlisis filogenético de secuencias

Los electroforegramas obtenidos para cada marcador, fueron editados con el
programa Geneious® Version 6. A partir de estos, se realizd un ensamblaje De
novo, en el que se obtuvo una secuencia consenso para cada muestra.

Posteriormente, se revisO de manera manual cada ensamblaje y se realizo la
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verificacion de cada sitio polimérfico. Las secuencias obtenidas, fueron
comparadas con las secuencias depositadas en GenBank, mediante el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul, Gish, Miller, Myers, &
Lipman, 1990), disponible en linea (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.). Las
secuencias obtenidas, en conjunto con cepas de referencia de especies presentes
en el continente, asi como secuencias de pacientes de la region, fueron alineadas
con el programa CLUSTAL W (lvens et al., 2005). A partir del alineamiento
obtenido, se calcularon las distancias genéticas intra e interespecificas, y se
realizaron las reconstrucciones filogenéticas (Figura 15) basados en métodos de
distancias, caracteres y probabilidad, en el programa MEGA 5.0, (Saitou & Nei,
1987; Xia & Xie, 2001). Finalmente, las secuencias obtenidas seran sometidas a
Genbank, empleando el programa Sequin Version 10 (Thompson, Higgins, &
Gibson, 1994).

3.7 ESTIMACION DE SEROPREVALENCIA DE LCa Y TASAS DE
INFECCION CON Leishmania spp.

Se realiz6 un andlisis estadistico de tipo descriptivo; teniendo en cuenta el nUmero
total de individuos positivos, sobre el total de la poblacién canina estudiada, con el
fin de determinar la prevalencia de anticuerpos caninos, frente a parasitos del
género Leishmania y la tasa de infeccidén natural obtenida por PCR.

Ademas, se realizé un analisis de correspondencia multiple ACM y chi cuadrado,
en el programa estadistico InfoStat y R, para analizar los factores asociados a los
caninos seropositivos e infectados naturalmente.

El Analisis de Correspondencias, es una técnica estadistica que se utiliza para
analizar, desde un punto de vista gréafico, las relaciones de dependencia e
independencia de un conjunto de variables categoricas, a partir de los datos de
una tabla de contingencia.

Para ello, asocia a cada una de las modalidades de la tabla, un punto en el
espacio Rn (generalmente n=2), de forma que las relaciones de cercania/lejania
entre los puntos calculados, reflejen las relaciones de dependencia y semejanza

existentes entre ellas. Para este caso particular, se aplica para buscar asociacion
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entre los factores analizados (a través de las preguntas de la encuesta
epidemiologica) y los resultados para IFI (perros seropositivos) y PCR (perros
infectados naturalmente). Con el objetivo de explorar, si alguno de estos factores
influye en la presencia de perros seropositivos o infectados naturalmente con
Leishmania spp., en el foco estudiado. Este grafico, proyecta una primera
aproximacion de los factores que estarian influyendo en los resultados; sin

embargo, es la prueba chi-cuadrado, la que nos confirma o no esta asociacion.

3.8 ASPECTOS ETICOS

El proyecto fue avalado por el comité ético de la Universidad de Sucre, en el
marco del proyecto “Incriminacion de reservorios de Leishmania spp. en un foco
urbano de leishmaniasis cutanea de los Montes de Maria, Costa Caribe
Colombiana” Codigo: 112956934732, financiado por COLCIENCIAS. Ademas, se
realizd teniendo en cuenta los principios éticos para el manejo de animales
establecidos en el Estatuto Nacional de proteccion para los animales, Ley 84 de
1989 y la normativa del Estado Nacional para la proteccién de los animales
usados en experimentacion en Colombia (Resolucion N° 008430 de 1993: Articulo
87) (C. Ministerio de Salud, 1993).
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4 RESULTADOS

4.1 AREA DE ESTUDIO

El estudio incluyo 23 barrios del municipio de Ovejas, cuyas casas participantes
estan construidas en su mayoria con materiales prefabricados (paredes 74,3%,
pisos 67,7%, techo 86,8%), el 82,2% de las familias incluidas en el estudio tienen

servicio de recoleccion de basuras y el 95,4% cuentan con bafio en su casa.

4.2 POBLACION CANINA

En primera instancia, se encontré que C. familiaris constituye el animal doméstico
mas abundante en el area bajo estudio, con 1,7 perros por vivienda (4374
perros/2502 viviendas en el area urbana) (dato calculado a partir de informacion
del Plan de Desarrollo Municipal) (Alcaldia Municipal, 2012); estos animales son
utilizados como mascotas, guardianes y en actividades de caceria; tiene un
promedio de vida largo, ya que en su mayoria son de raza mestiza, que en
promedio viven entre 6 y 16 afos
(http://www.ciudaddemascotas.com/Perros/blog/perro-criollo/).

En los 23 barrios incluidos en el estudio, se recolectaron muestras de sangre de
152 perros de raza mestiza, de estos 59,86% corresponde a machos y 40,13% a
hembras. En cuanto a los grupos etarios, se realizé una grafica de distribucion
empirica, en la cual se muestra la distribucién natural de la poblacion estudiada
(Gréfico 1) y se hallaron las medidas de resumen correspondientes (Tabla 4);
estas dos herramientas nos indican que podemos dividir la poblacién en dos
rangos: perros con edad menor o igual a 36 meses (< 36 meses), y mayores de 36
meses (> 36 meses); cabe resaltar que el 75% de la poblacién estudiada es < 36
meses. Con base en estos resultados, se tomaron los grupos etarios establecidos,
para evaluar si existe diferencia estadistica entre estos dos grupos etarios y la
presencia de anticuerpos contra Leishmania spp. y/o la presencia del material
genético de estos pardsitos; no se encontré diferencia estadistica, entre estos dos

grupos Yy la prevalencia de la enfermedad o la infecciobn con los parasitos, con
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unos valores de X?= 1,4948 y X2= 0,0319 con un valor de p de 0,221474 y 0,8582

respectivamente (nivel de confianza de 95%).

Con respecto al lugar donde reposan los caninos durante la noche, se encontré
que el 84,87% de los animales estudiados pernoctan en el peridomicilio y el
15,13% restante pasan las noches en el intradomicilio. Al realizar la prueba
estadistica Chi cuadarado, no se encontro diferencia estadistica entre este factor y
seropositividad o PCR positivo, con un valor de X?=0,6807 y p= 0,409342.

Tabla 3. Medidas de resumen de la distribucién natural de edad de caninos

Variable n Media D.E. in. . P(50)
Edad en 152 29,13 30,57 3,00 160,00 16,00 36,00
meses

n= numero de individuos; D.E.= desviacién estandar; Min= minimo; Max= maximo

Distribucién edad caninos estudiados

1,00 - PY PN *
vo
0,75 4 ‘ .

0,50 4

0,25

Distribuciénempirica

0,00 J

T T 1T 17 17 T 1T T T T 1T 17 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 4 9 13 17 22 26 30 34 39 43 47 52 56 60 65 69 73 77 82 86 90 95 9910310811211612112512€13313€142146151155159164168

Valores observados. Edad en meses

Gréfico 1. Distribucién natural de las edades de los caninos muestreados en area
urbana del municipio de Ovejas.
En el eje X se observa la edad de los perros y en el eje Y su contribucién en nimero
dentro del estudio, nétese que la mayoria de los perros tienen una edad menor igual a
36 meses
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4.3 EXAMEN FiSICO DE CANINOS

Luego de realizar el examen fisico, se encontré 71,7% (n: 109/152) de caninos
asintomaticos y 28,2% (n: 43/152) de ellos, presenté al menos un signo clinico
compatible con leishmaniasis; dentro de este ultimo grupo, el signo clinico
observado con mayor frecuencia fue la presencia de zonas alopécicas, con un
39,5% (n: 17/43 individuos); seguido por la presencia de ganglios inflamados, con
un 16,27% (n: 7/43); adelgazamiento, con un 13,95% (n: 6/43); onicogrifosis, con
un 11,62% (n: 5/43); un nUmero menor presentaban lesiones cutaneas 6,97% (n:
3/43), conjuntivitis 6,97% (n: 3/43), entre otros (Figura 9). Cabe resaltar, que estos
signos, también pueden estar relacionados con otras patologias, es decir, no son

especificos de leishmaniasis canina.

Figura 9. Signos clinicos encontrados en los caninos estudiados del municipio de
Ovejas.

A) Onicogrifosis, encontrado en 11,6% de los caninos con signos B) Lesiones
cutaneas, observado en aproximadamente el 7% de caninos con signos C) Alopecia,
el signo clinico mas comun en los caninos estudiados (39,5%).

4.4 DETERMINACION DE SEROPREVALENCIA DE LEISHMANIASIS
CANINA

Al realizar la estandarizacion de la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI)
con los controles, se pudo establecer un patron de coloracion para individuos
negativos (coloracién roja) y positivos (coloracion verde fluorescente) (Figura 10).
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Figura 10. Resultados prueba IFI

A: Reaccion con coloracion roja, correspondiente con resultado negativo, que indica la ausencia de
anticuerpos anti-Leishmania en suero de perros. B: Reaccion con fluorescencia verde,
correspondiente con resultado positivo, como consecuencia de la presencia de anticuerpos anti-
Leishmania spp. en suero de perros.

Luego, esta prueba se aplico a los sueros caninos recolectados; se encontré que
para la dilucion 1/32 la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. en la
poblacion canina estudiada es de 32,9% (n: 50/152). Al realizar las diluciones 1/64
y 1/128 se encontraron prevalencias de 18,42% (n: 28/152) y 9,21% (n: 14/152),
respectivamente. Para el caso de este estudio, se toma como resultado positivo la

dilucion 1/32, lo que indica una seroprevalencia de 32,9%.

4.5 INFECCION NATURAL POR Leishmania spp. EN LA POBLACION
CANINA ESTUDIADA

Como resultado de la evaluacion de la integridad del material genético, se pudo
amplificar el fragmento de 289 pb del gen de B-actina (Ferreira et al., 2010) en 60
muestras de caninos elegidas al azar. De este modo, se logr6 demostrar que el
meétodo de extraccion empleado asegura una buena cantidad, pureza e integridad

del ADN obtenido (datos no mostrados).
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4.5.1 Amplificacion del gen citocromo b de Leishmania spp. en muestras de

caninos

Una vez comprobada la integridad del ADN, se realizd la deteccion del ADN,
utilizando una PCR convencional para amplificar el gen Cyt b de Leishmania spp.
en las 118 muestras disponibles. Como resultado, se amplifico el fragmento
esperado en 45 muestras de caninos (Figura 11); con estos datos se estim6 una
tasa de infeccion natural con parasitos del género Leishmania de 38,13% (n:
45/118).

4.5.2 Amplificacién del gen HSP70 de Leishmania spp. en muestras de

caninos

A partir de la PCR del gen que codifica para la proteina de choque térmico HSP70,
se encontraron 16 muestras positivas (Figura 12) de las 118 evaluadas, lo que
corresponde a una tasa de infeccion de 13,55% (n: 16/118). Cabe resaltar, que de
las 45 muestras positivas por Cyt b, 9 fueron positivas por HSP70 y 6 muestras
negativas por cyt b, fueron positivas por HSP70. De este modo, teniendo en
cuenta los resultados con los dos marcadores moleculares utilizados, se encontré
una tasa de infeccién natural con Leishmania spp. del 44,06% (52/118). Es
importante sefialar, que de estos 52 perros encontrados positivos por PCR, 35 no
presentaban signos de leishmaniasis (85,6% asintomaticos) y 17 presentaron al

menos un signo de la enfermedad (14,4% sintomaticos).

C+ C+
MPM  C- Leish Leish

Fragmento de
aprox. 860bp de
Leishmania

Fragmento de aprox.
860bp de Leishmania

Banda inespecifica

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% del gen citocromo b de Leishmania spp.
LCBF1/LCBR2M amplificado a partir de muestras de caninos infectados

Carril 1: Marcador de peso molecular 100-1000bp. Carril 2: control negativo, Carril 3 'y 4: Control
positivo Leishmania spp.. Carril 5-14: Muestras de ADN de sangre de perros. Notese la banda
esperada de aprox. 860 bp en las muestras de los carriles 10, 11, 12, 13, que corresponden a
perros incluidos en el estudio.
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MPM

Fragmento de
aprox. 1460 bp de
Leishmania

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% del gen HSP70 de
Leishmania spp. HSP70 Sen/HSP70 ant. Amplificado a partir de muestras de
caninos infectados

Carril 1: Marcador de peso molecular 100-1000bp. Carril 2-10: Muestras de ADN de
sangre de perros. Carril 11: Control positivo Leishmania spp.. Carril 12: control
negativo. Notese la banda esperada de aprox. 1460 bp en las muestras de los
carriles 2, 3, 6, 8, 9, 10, indicando perros del estudio infectados naturalmente con
Leishmania spp.

4.6 SECUENCIACION DE PRODUCTOS DEL GEN CITOCROMO B Y HSP70
DE Leishmania spp. AMPLIFICADOS POR PCR

Aunque con la PCR del gen cyt b se pudo amplificar la banda esperada en 45
muestras de caninos, esta técnica de deteccion presentd una limitante, la
amplificacion de una banda inespecifica, correspondiente posiblemente, al
genoma del canino. Si bien, se realiz6 una purificacion a partir del gel, luego de
separar ambas bandas, las secuencias obtenidas no pudieron ser resueltas, en
ellas se observa mas de un pico por cada posicién, situacion que es consistente
con la amplificacién de mas de una secuencia blanco. Por tal razén, no fue posible

identificar la especie infectante con base en la secuencia de este marcador.

En contraste, con el marcador HSP70, aunque solo se encontraron 16 muestras
positivas, se obtuvieron 12 de las 13 muestras de ADN enviadas a secuenciar, lo
gue corresponde a una tasa de recuperacion de 92,3%. Las secuencias obtenidas
utilizando los cebadores HSP70, se pueden observar en la figura 13. Las tres
muestras que no fueron enviadas a secuenciar, presentaron bandas muy tenues

con poca concentracion de ADN.
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4.7 ANALISIS FILOGENETICO DE SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS

Una vez realizada la edicion de los electroforegramas y obtenidas las secuencias
consenso del gen HSP70, al realizar el analisis correspondiente, se hallaron 86
sitios polimérficos, que incluyen 66 sitios parsimoniosamente informativos y 18

sitios de una sola variable.

Las relaciones filogenéticas, entre las secuencias obtenidas y las cepas de
referencia, fueron inferidas utilizando el método de Maxima Verosimilitud, ajustado
al modelo Kimura 3 parametros, los resultados se muestran en la figura 14. En la
reconstruccién, se puede apreciar que el género Leishmania es taxén parafilético,
en el cual se observa que los miembros del subgénero L. (Viannia) y los del
subgénero L. (Leishmania) estan bien diferenciados; en la topologia del arbol, los
especimenes de cada especie exhiben relaciones inequivocas de agrupamiento
gue son respaldadas por altos valores de soporte de rama, excepto para el caso
de L. panamensis y L. guyanensis, especies en las que se ha descrito que este
marcador presenta limitada utilidad para diferenciarlas (Rodriguez-Jiménez, 2012).
Sin embargo, si es posible diferenciar L. guyanensis y L. braziliensis, dado que los
clados de estas especies son separados por valores de soporte de rama de 73
(Figura 14).

Con base en las relaciones filogenéticas observadas, se encontrdé que, cinco de
las 12 secuencias obtenidas a partir de caninos corresponden a L. guyanensis,
para una tasa de infeccion de 4,23% (n: 5/118); estas secuencias tienen alta
similaridad con las cepas de referencia de Genbank L.guy/BR/FN395053 y
L.guy/BR/EU599093, ya que al ser confrontadas se encontré un 98% de cobertura
y 98% de identidad y un valor E= 0. Igualmente, se determind que las otras siete
secuencias obtenidas, corresponden a L. braziliensis; con base en estos
resultados se obtuvo una tasa de infeccion con esta especie del 5,93% (n: 7/118).
Tomando como referencia la cepa Le.bra/BR/GU071173, se encontré que hay una

variacion de un solo nucleotido (G) en la posicion 954, en seis de las siete
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secuencias obtenidas, excepto la secuencia identificada con el cdadigo
LeCFCSOEZ134, la cual, ademas de presentar la variacibn mencionada
anteriormente, también presenta otras variaciones; al ser confrontadas se
encontré un 100% de cobertura, 100% de identidad y un valor E= 0. Cabe resaltar,
que de estos 12 individuos, 25% de ellos (n: 3/12) presentaban a menos un signo
clinico compatible con leishmaniasis; ademas, 50% (n: 6/12) fueron positivos por
la prueba seroldgica. Los datos de los caninos con secuenciacion de ADN, se

encuentran consignados en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Informacion de caninos con secuenciacion de ADN por el gen HSP70

Cddigo de Barrio Signo Resultados Resultado Tipificacion
secuencua clinico IFI PCR-Cit-b con HSP70
LeCFCSOVP46 | Villa Paz NO Negativo Positivo L. braziliensis
LeCFCSOCP48 | Ciudadela La | Onicogrifosis | Negativo Negativo L. braziliensis
Paz
LeCFCSOLP114 | La Paz NO 1/32 + Positivo L. guyanensis
LeCFCSOLV119 | La variante Alopecia 1/32 + Negativo L. guyanensis
LeCFCSOLP123 | La Paz NO Negativo Positivo L. guyanensis
LeCFCSOEB124 | El Bolsillo NO 1/32 +, 1/64 | Positivo L. guyanensis
+
LeCFCSOLP131 | La Paz NO Negativo Positivo L. braziliensis
LeCFCSOEZ134 | El zooldgico | NO 1/32 + Negativo L. braziliensis
LeCFCSOLP136 | La Paz NO Negativo Negativo L. braziliensis
LeCFCSOLP138 | La Paz Ganglios 1/32 + Negativo L. braziliensis
inflamados
LeCFCSOLP140 | La Paz NO 1/32 +, 1/64 | Negativo L. braziliensis
+
LeCFCSOSC200 | Sagrado | -—----—- | ====mmmmm- Positivo L. guyanensis
corazon
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Mediante el uso de estas herramientas, se pudo determinar que los perros del
municipio de Ovejas, se infectan de forma natural con L. braziliensis y L.
guyanensis. Aunque, no se descarta la presencia de otras especies, en los
perros a los que no se logré realizar la secuenciacion, ya que solo se

caracteriz6 el 23% de los caninos con resultados positivos (n: 12/52).
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1

111111 1111122334 4444445666 6777777778 8888888888 8888999999 9999999999 999990
134455556 6789001222 3346704451 1234883023 7234599990 0111222345 8889122233 3344455557 778990
3484803892 7175175127 1437008793 6870289968 4840514567 8179056021 5894702802 3523634571 359084
L.guy/BR/FN395053 GCGCCGGCGG CGCCCCACGC CCGAGGGTGT GCTGGCCTAC GTCCATGTCC ACAATCGGGT AGCAGGGGAC GGTCCCACGG AAGTAC
L.UY/BR/EUSO9093  tottiiiiie ot
L.pan/PA/EUS99094 .. e e e B Govw ol
L.pan/PA/FN395055 ...ttt i it e T Gove el
Le.bra/BR/GUOTILTI ittt ittt e siteeiaes et heeaaeaaee heaaaaaas CGT...... T i e
Le.bra/BR/GUOTIL8L ittt ittt it ettt et e e e C GT...... T, oo A .G....
L.inf/MA/FN395033 B TGTTC ..GC.AGCC .GC..T.CGT AG..GC.ATG CAGGC..CAC C.GTCT.AG. A.AAA.GTA. G..AG.
L.inf/MT/FN395031 B TGTTC. . ..GC.AGCC .GC..T.CGT AG..GC.ATG CAGGC..CAC C.GTCT.AG. A.AAA.GTA. G..AG.
Le.ama/L14604 TT...oon.. .TT.CAC. ...GTAC.CC AGC.A.TCG. AG..TCAATG CA.GCGCCA. C.GTCCCATG AAAAAGG... G.AAGT
Le.ama/BR/EU599090 TTC....... TT.C ...GTAC.CC AGC.A.TCG. AG.TGCAATG CA.GC..CA. C.GTCCCATG AAAAAGG... G.AAGT
Le.mex/PE/FN395038 TTC....... TT.C ..GTAC.CC AGC.A.TCG. AG.TGCAATG CA.GC..CA. C.GTCCCATG AAAAAGG... G.AAGT
Lemex/RZ/EII50000] TICT IT.C GTAC CC AGC A TCC AG __GCAATC CA_GC _CA__C _CTCCOATC A _AAATC G AGT
LeCECSOVPAG ittt iie teiieeiaee eeteiteene et et e C GT...... T. ...... G.oow ool
LeCFCSOCPA8 ittt ittt it ites ettt et e e C GT...... T. ...... Govo ol
LeCFCSOLPL36 i tttitiee eeeee e et e e e et e e e e e eeeeeaea e e C GT...... T. ...... Govv vivnn
Leszacaol el T [l
LeCEFCSOEBL3L ittt ittt teteitete et e eee e C GT...... T. ...... G.ooo ool
LeCEFCSOLPL38 ittt ittt tite ittt e eae e C GT...... T. ...... Goow cill.
LeCFCSOLP114
LeCECSOLVILO ittt ittt it teteiieeae ettt iiee ettt thee e e et e
LeCECSOEBL24 ittt ittt it tete et e et e e ehee et e et e
LeCFCSOSC200 ittt it it ittt et et ettt e eeaeaeae eae e aeeaan
inlalla x|
LeCFCSORZ134 e GTTCAC _CCL  H, .G, C TCT C.GT I €]
Le./CS/0VeJas 02 ot e et e e e CGT...... T eiiiiieie e
Le./CS/0vedas_ 01 ottt e e e eaaee e e C GT...... T venn.. Gove vennn
Le./CS/Palmitos 01 ottt ittt e e e e e C GT...... T. ooo.. Gove viinnn
Le./CS/0veJas 03 o e e e e et e e CGT...... T. connn. Gove e
Le./CS/0vejas 04 it e et et e e C GT...... T vevnn.. Geve eevnnn
Le./CS/Macayepo 02 e e e e B C GT...... T. eevn.. [N

Figura 13. Alineamiento mdltiple de las secuencias del gen HSP70 de parasitos del género Leishmania.

Las secuencias mostradas fueron obtenidas de individuos de C. familiaris del municipio de Ovejas (recuadro rojo y azul), humanos con
leishmaniasis cutanea del departamento de Sucre y secuencias de referencia consignadas en Genbank. La codificacién de las secuencias
provenientes de perros es: Le: género Leishmania, CF: C. familiaris, C: de Colombia, S: Departamento de Sucre, O: municipio de Ovejas, las
siguientes dos letras corresponden al barrio de donde proviene el perro: LP La Paz, EZ: El Zoolégico, SC: Sagrado Corazén, EB: El Bolsillo, LV:
La Variante, CP: Ciudadela la Paz y finalmente el nimero correspondiente a la muestra. En el caso de las muestras provenientes de pacientes Le:
Leishmania, C: Colombia, S: Sucre, Ovejas y un nimero. Se incluye una secuencia de una cepa aislada de Lu. evansi (Levacol) tlplflcada por
andlisis isoenzimatico como L. braziliensis.
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Le./CS/Owjas 03
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Figura 14. Analisis filogenético del género Leishmania.
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El andlisis esta basado en la secuencia del gen HSP70 entre especies Leishmania spp., se
empled el método de Maxima Verosimilitud, ajustado con el modelo Kimura 3 parametros. En la
base de cada clado se muestra el soporte de rama, expresado como el porcentaje de veces en
que el andlisis produjo la misma asociacién entre las secuencias (10000 seudoréplicas). Este
analisis, se realiz6 a partir de 84 secuencias de nucleétidos y fue realizado con el programa
MEGAG6. En el recuadro azul, se observan las secuencias obtenidas en el estudio, que
pertenecen a la especie L. braziliensis. En el recuadro rojo, se observan las secuencias
obtenidas en el estudio, que pertenecen a la especie L. guyanensis. El cédigo utilizado
corresponde a Le (Leishmania), CF (Canis familiaris) C (Colombia), S (Sucre), O (Ovejas), las
Ultimas letras corresponde al barrio de origen, asi, LP La Paz, EZ: El Zooldgico, SC: Sagrado
Corazon, EB: El Bolsillo, LV: La Variante, CP: Ciudadela la Paz y finalmente el nimero
correspondiente a la muestra.

4.8 FACTORES ASOCIADOS A SEROPREVALENCIA E INFECCION
NATURAL PARA Leishmania spp.

Con base en los resultados de la serologia y la deteccibn molecular de
Leishmania spp., encontrados en los caninos del municipio de Ovejas, se
realizé un andlisis de correspondencia, entre estos resultados y los factores de
la poblacion y entorno. Al analizar la gréfica (Gréafico 2), se observa que el punto
marcado como IFI + (pos), correspondiente a caninos con titulos = 1/32, esta
mas cerca de algunos factores (presencia de signos clinicos, distancia de la
vivienda al bosque, presencia de caninos pernoctando en el peridomicilio, edad
mayor a 36 meses, avistamiento de animales silvestres, visita semanal al
bosque y presencia de casos de leishmaniasis). Esto indicaria posible
asociacion entre estos factores y perros seropositivos. Ademas, se puede
observar, que estos factores en conjunto, explican el 34,9% de los resultados
de la prevalencia de leishmaniasis canina (Grafico 2).

Similarmente, los resultados del andlisis de tales factores con la infeccion
natural con Leishmania spp., indican posible asociacion con otros factores
(edad menor a 36 meses, perros que duermen en el intradomicilio, ausencia de
signos clinicos, avistamiento de animales silvestres); estas variables explican el
35,4% de los resultados observados (Gréfico 3).

Sin embargo, una vez realizada la prueba estadistica chi-cuadrado, no se
encontro relacion estadistica entre factores de los caninos, como género, edad,

lugar donde pernoctan los perros, presencia o ausencia de signos clinicos y
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factores del entorno como presencia de bosque, avistamiento de animales

silvestres, entre otros, con resultados de IFl o PCR positivo.
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Primer plano factorial ACM 'Caracteristicas de caninos y el entorno'
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Gréfico 2. Analisis de Correspondencia Multiple entre los
factores de lavivienda y el domicilio, con la seroprevalencia
de leishmaniasis canina en el municipio de Ovejas.

En el 6valo negro, se encuentran los factores posiblemente
asociados con los perros seropositivos (IFl +)
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Primer plano factorial ACM 'Caracteristicas del entorno y los caninos'

Factor 2: (13.9%)
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Gréfico 3. Analisis de Correspondencia Multiple entre los
factores de la vivienda y el domicilio, con la infeccion natural de
caninos con Leishmania spp. en el municipio de Ovejas. En el
Ovalo negro, se encuentran los factores posiblemente
asociados con los perros infectados Leishmania spp. (PCR +)
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5 DISCUSION

La importancia epidemiologica de C. familiaris como reservorio de Leishmania
spp., tradicionalmente habia estado restringida al mantenimiento de los
parasitos causantes de leishmaniasis visceral (WHO, 2010); sin embargo,
desde hace algunos afios se ha generado informacion que sugiere que estos
animales podrian estar implicados en el ciclo epidemiolégico de especies
causantes de leishmaniasis cutanea (Dantas-Torres, 2007; Travi, Tabares, &
Cadena, 2006). En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo,
permiten aportar evidencia adicional, sobre el papel que podrian desempenfar
los caninos, en el ciclo de transmisién domeéstica, en el foco urbano autéctono

de LC y LV de municipio de Ovejas, Sucre, en los Montes de Maria.

Las tasas de seroprevalencia (32,9%) e infeccion natural (44%) encontradas,
son mas altas del 20%, valor establecido por la OMS, como criterio para la
incriminacién de una especie como reservorio (OMS, 2010a). Asi mismo, la alta
prevalencia de anticuerpos IgG anti-leishmania, obtenida en caninos del area
urbana del municipio de Ovejas (32,9%), evidencia el contacto del perro
doméstico con parésitos del género Leishmania y constituye un potencial
problema de Salud Publica para sus habitantes, ya que aumenta el nimero de
poblacion en riesgo de sufrir la enfermedad. En el contexto nacional, estas
tasas, son similares a las encontradas en zonas rurales del pais, donde la
transmision de los parasitos ocurre en el ambiente selvatico o domiciliar rural
(Vasquez-Trujillo et al., 2008); es mas alta a la reportada en zonas urbanas de
Chaparral, Tolima, donde se hall6 una tasa de seroprevalencia del 2,2% (6/279)
utiizando ELISA (Santaella et al., 2011). Ademas, la seroprevalencia
encontrada, es mas alta que la reportada para estudios similares en zona
urbana de Neiva, donde se encontré una seroprevalencia de 28% (43/153) para
leishmaniasis visceral canina (Fernandez et al., 2006). A nivel regional, son

similares a los resultados obtenidos, en trabajos previos en la zona rural de este
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municipio, en los que se encontré una seroprevalencia de 33% (Y. A. Diaz-
Olmos & Paternina-Gémez, 2008). En el contexto latinoamericano, es
consistente con el reporte de Bezerra da Silva et. al. en Brasil, en perros
procedentes de éareas urbanas y rurales, en los que se encontr0 una
prevalencia de 28,24% utilizando como técnicas diagnoésticas IFI y ELISA
(Bezerra da Silva et al., 2013). Aunque, seguramente existen diferencias en la
sensibilidad de las pruebas usadas, estos datos constituyen un valor de

referencia, que demuestra la importancia del presente trabajo.

El hecho de utilizar como antigeno, parasitos procedentes de una cepa local,
puede mejorar la sensibilidad de la prueba serolégica, como lo demuestra
Badaro et. al, 1986, en la deteccion de LV en humanos con ELISA. Por otra
parte, el uso de especies o antigenos de Leishmania especificos (en este caso
L. braziliensis), supone resultados confiables para todas las especies del
género, debido a que ellas comparten epitopes, que son los que producen la
reaccion positiva en la prueba serologica; es decir, que la IFI no es una prueba

especie especifica (Baleeiro et al., 2006).

En cuanto al estado clinico de estos animales, el 30% (n: 15/50) de los perros
seropositivos presentaron algun signo compatible con leishmaniasis, mientras
que el 70% (n: 35/50) de los animales seropositivos fueron asintomaticos. Estos
resultados, son similares a los encontrados por Dantas-Torres et. al., quienes
encontraron que el 85,3% de los perros seropositivos (IFI = 1:80) de un area
urbana de Brasil no presentaban signos (Dantas-Torres, de Brito, & Brandao-
Filho, 2006); estos hallazgos podrian sugerir, que estos animales pueden ser
resistentes a esta parasitosis, 0 poseen mecanismos que limitan la infeccién; lo
gue a su vez, permitiria que estos animales desarrollen infecciones cronicas.
Este hecho, garantizaria que los parasitos estén presentes en cantidad y tiempo
suficientes, para asegurar la infeccion de los flebotomineos, como ha sido
descrito para caninos infectados con L. infantum (Travi, Ferro, Cadena,

Montoya-Lerma, & Adler, 2002). Esta constituye una caracteristica importante
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en la incriminacion de una especie como reservorio (Ashford, 1996), que
demuestra el papel de los caninos como potencial reservorio de Leishmania

spp. en el area urbana del municipio de Ovejas, Sucre.

Aunque, inicialmente se encontrd posible asociacion con algunos factores (por
ejemplo, presencia de signos clinicos, pernoctar en el peridomicilio), al realizar
la prueba chi-cuadrado, no se hall6 asociacion estadistica entre estos factores
analizados y perros seropositivos. Estos resultados, difieren de los hallazgos de
Bezerra da Silva y colaboradores, quienes encontraron asociacion entre la
seroprevalencia y factores como la edad (perros entre 2 y 5 afios tenian mas
probabilidad de ser seropositivos), la raza (mestiza) y perros con hébitos
callejeros (Bezerra da Silva et al., 2013); esta situacidn, podria ser explicada
porque en el presente estudio, se encontré gran uniformidad en las condiciones
de los caninos estudiados (raza, edad, habitos de vida, estado nutricional, entre
otros), asi como en las condiciones del entorno donde estos animales se
desarrollan (viviendas prefabricadas, cercania de bosque y condiciones
ambientales). Se sugiere, que estos animales pueden estar expuestos de igual
forma a la picadura de los vectores, situaciébn que es consistente con los
procesos de domiciliacién de estos insectos. Asi mismo, se plantea que estos
ejemplares mestizos, presentarian igual susceptibilidad de adquirir la infeccién

por parasitos del género Leishmania.

Para los hallazgos de infeccién natural, teniendo en cuenta ambos marcadores
(Cyt b y HSP70), se hallaron en total 52 perros positivos de los 118 analizados,
gue corresponde a una tasa de infeccién de 44%, la cual constituye una de las
mas altas encontrada en areas urbanas del pais; es superior a la reportada en
otros focos nacionales de LCa, como es el caso de chaparral, Tolima, donde se
encontré una tasa de infeccion de 7,3% (n: 10/137) a partir de la capa
leucocitaria y 11,4% (n: 12/105) a partir de biopsia de piel de los perros
estudiados (Santaella et al., 2011). Ademas, esta tasa es mas alta, que la

reportada en un estudio previo realizado en area rural del municipio de Ovejas,
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en el cual se encontré una tasa de infeccién de 11% (n: 1/9), mientras que en
Sincelejo y Sampués se reportaron tasas de 34,9% (n: 29/83) y 35,7% (n:
15/42) respectivamente (Y. A. Diaz-Olmos & Paternina-Gomez, 2008). En
contraste, la tasa encontrada (44%) es menor, que la registrada por Carrillo y
Colaboradores en zona periurbana de Puerto Valdivia, Antioquia, donde el 70%
de los perros muestreados fueron positivos por PCR, algunos con infeccion
comprobada con L. panamensis (Carrillo-Bonilla, Velez, Vélez-Mira, Boite, &
Cupolillo, 2015).

Al evaluar, la sensibilidad de los marcadores utilizados para la deteccién de
especies del género Leishmania, se encontré6 mayor sensibilidad con la PCR del
gen cyt b, con el cual se detectaron 45 muestras positivas (38,13%), mientras
gue con la PCR-HSP70 solo se detectaron 16 muestras positivas (13,55%).
Esta disparidad, en las tasas de infeccion obtenidas con cada marcador, se
debe en parte, a la diferencia en el nUmero de copias de estos genes, presentes
en el genoma de los parasitos. En el caso del gen citocromo b, al estar ubicado
en el genoma mitocondrial, presenta entre 50 y 100 copias (Foulet et al., 2007),
mientras que el gen HSP70 ubicado en el genoma nuclear, presenta
aproximadamente de 6 a 9 copias en el genoma de Leishmania (Folgueira
Ferndndez, 2006). Solo 9 perros fueron positivos por ambos marcadores,
indicando una baja correlacién entre estos. Esto demuestra, que el uso de
marcadores que tienen como blanco el ADNk de Leishmania, es una buena
opcién para el diagndstico de especies de este parasito como lo demuestran
varios estudios realizados (Asato et al., 2009; Botilde et al., 2006; Cortes et al.,
2006; de Almeida Ferreira et al., 2012). En el caso del presente estudio, no se
logré la identificacion de especie con este marcador, debido tal vez a una co-
amplificacion de ADN del hospedero; por lo tanto, se sugiere, que este
marcador es Util en muestras provenientes de cultivos, como lo reportado en
estudios previos; sin embargo, no en el caso de utilizar sangre de caninos,

como en el presente estudio. El uso de otros marcadores menos sensibles,
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como hsp70, tal vez requieran otros tejidos blancos o mayor concentracion de
ADN para aumentar su sensibilidad.

En contraste, para la identificacion de las especies causantes de la infeccion, el
92% de las muestras positivas con el gen HSP70 secuenciadas, fueron

identificadas, demostrando la utilidad de este marcador para esta finalidad.

La identificacion con el gen HSP70, permitié confirmar el hallazgo por primera
vez, de L. guyanensis y L. braziliensis en C. familiaris en la costa caribe
colombiana, con tasas de 4,23% (5/118) y 5,93% (7/118) respectivamente. Este
hecho, pone en evidencia la infeccidbn de caninos con especies causantes de
leishmaniasis cutanea, la cual es la forma clinica mas comun en el area
estudiada. Cabe resaltar, que en estudio previo, en paciente con leishmaniasis
cutdnea del area rural de este municipio (corregimiento de Canutalito), en el
cual se determind la identidad de los parésitos, se registré por primera vez la
presencia de L. guyanensis en la costa caribe Colombiana (Luna Tapia et al.,
2008; Martinez, Rebollo, Luna, Cochero, & Bejarano, 2010). De este modo, se
plantea la posible participacion del perro, en el mantenimiento de estos
parasitos, aunque se requieren mayores estudios para obtener una conclusién

al respecto.

Estos hallazgos, son relevantes a nivel epidemiolégico, debido a que permiten
un mejor entendimiento de la transmision de este parasito en el foco mixto
estudiado; esto implicaria que los caninos y posiblemente los humanos estan
expuestos a la picadura de insectos infectados por estas especies (L.
braziliensis y L. guyanensis) y que podrian estar circulando de manera
simultdnea estas dos especies. Sin embargo, aumenta la complejidad de esta
parasitosis, debido a que aun se desconocen los vectores de estas especies en
el foco estudiado. De igual manera, este hallazgo podria tener implicaciones en
control de la enfermedad, y en el tratamiento de la leishmaniasis, ya que se

conoce que L. guyanensis, puede estar asociada a resistencia a tratamiento,
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crecimiento y metastasis de las lesiones probablemente a lesiones
mucocutaneas; debido a que, inmunoldgicamente puede producir mayor
respuesta en las células Th2 que producen IL-4, IL-10, e IL-13 y un efecto
supresor en células Thl y en la produccion de IL-2 y TNF (Bourreau et al.,
2003; Pascalis et al.,, 2003). Por lo tanto, se sugiere complementar el
diagnostico parasitologico, con el diagnostico molecular en casos humanos de

la zona.

La susceptibilidad de estos caninos, a la infeccion con estas especies de
parasitos, es consistente con reportes previos del pais, por ejemplo, en el foco
de Chaparral, Tolima, los perros se encontraron infectados con estas dos
especies (Santaella et al., 2011). Asi mismo, se ha encontrado L. braziliensis en
perros de la costa pacifica colombiana (Travi et al., 2006); y en perros de las
fuerzas militares, se ha registrado infeccién con L. panamensis.y L. braziliensis
(Velez et al.,, 2012), lo que confirma la susceptibilidad de los caninos a
infectarse con las especies del género Leishmania, subgénero Viannia; por
tanto, con estos antecedentes, no se puede descartar a priori la circulacién de
otras especies(s) de parasito en las muestras de perros que no fueron
secuenciadas, ya que ademas en la zona se ha encontrado circulando L.

panamensis y L. infantum en muestras de pacientes (Martinez et al., 2010).

Teniendo en cuenta estos resultados, la utilizacion de PCR arroj6 buenos
resultados, ya que esta herramienta permitié el hallazgo de infeccién natural por
Leishmania spp. en caninos del area urbana del municipio de Ovejas, Sucre.
Estos resultados, son consistentes con los reportados por otros autores, por
ejemplo, Falah y colaboradores y Chargui y colaboradores, quienes condujeron
un estudio en Tunisia y observaron que PCR fue mas eficiente que IFIl y cultivo
In Vitro para la deteccion de parasitos del género Leishmania en perros
(Chargui et al., 2009; Fallah et al., 2011). Otros autores, sugieren que la PCR,
ofrece mas potencial para un diagndéstico directo, eficiente, sensible y especifico
de especie (Fakhar, Mohebali, & Barani, 2004; Reithinger et al., 2003). Estos
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resultados, muestran que la PCR, es una buena herramienta para la deteccién
de infeccion por Leishmania spp. en caninos de focos de la enfermedad, debido
a que puede brindar respuestas rapidas y eficientes para el conocimiento de
esta infeccion, especialmente cuando se aplica a la evaluacion de reservorios
asintomaticos, como en el caso del presente estudio; permite ademas, analizar
numerosas muestras de una vez. Ademas, es especificamente util, en la
deteccion de infeccién en perros, en areas donde se presentan casos de LC y
LV, y se hace necesario la identificacion de especie, como es el caso del

municipio de Ovejas.

Se encontrd, posible asociacion entre perros positivos por PCR y algunos
factores (ausencia de signos, perros que pernoctan en el intradomicilio,
avistamiento de animales silvestres) (grafico 3); sin embargo, al realizar la
prueba chi-cuadrado, no hubo asociacion estadistica entre estos factores; esto
podria indicar, que es necesario realizar estudios en los cuales se tengan en

cuenta perros con diferentes caracteristicas, analizados por grupos.

Teniendo en cuenta, que en el municipio de Ovejas se presentan casos de LV,
llama la atencidon no encontrar perros infectados con L. infantum, aunque no
podemos descartar a priori que los perros del estudio estén infectados con esta
especie, ya que no fue posible secuenciar todas las muestras positivas. Este
hecho, se puede presentar, por diferencias en el patron de transmision de la
enfermedad en el area urbana y el area rural, en esta Ultima se encuentran
casos de perros infectados con L. infantum; es posible que se encuentren casos
de estos en el area urbana, sin embargo, en el caso del presente estudio no se
evidencié. Sin embargo, en estudios posteriores, realizados en el grupo de
investigacion, se logré aislar L. infantum de un canino sintomatico, a través de
busqueda activa, en el area urbana del municipio de Ovejas. Alternativamente,
es posible que otra especie animal esté actuando como reservorio de L.
infantum, en el area urbana del municipio de Ovejas. Posiblemente, los

roedores sinantrépicos podrian estar cumpliendo este papel, ya que estos han
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sido hallados con infeccion natural con esta especie (L. infantum) (Grupo
investigaciones Biomédicas, datos no publicados). Esta especie, constituye un
buen candidato como reservorio, ya que estan presentes en gran numero,
presentan tasa de reproduccion alta, ademas llegan facilmente a los sitios

donde se encuentran los vectores.

Por otra parte, cuando se comparan los resultados obtenidos con las dos
técnicas utilizadas (serolégica y molecular), se puede notar que existe
diferencia en el porcentaje de perros positivos, 32,9% con IFl y 44% con PCR;
esta diferencia es comprensible, si se tiene en cuenta que cada una, explora
diferentes aspectos de la infeccion con el parasito; ademas, es consistente con
los hallazgos de otros autores, cuyos resultados de estudios epidemioldgicos,
seflalan que en areas donde la leishmaniasis es endémica, las tasas de
infeccion por Leishmania spp. en caninos pueden llegar a ser
considerablemente mas altas que la seroprevalencia y prevalencia de la
enfermedad (Baneth & Aroch, 2008). De manera similar, en un trabajo realizado
en Belo Horizonte, Brasil, donde la leishmaniasis es endémica, en el cual se
incluyeron 1443 caninos, solo el 15,3% de estos fueron seropositivos, mientras
que el 84,7% fueron seronegativos, de estos ultimos el 24,4% resulté positivo
por métodos moleculares (Coura-Vital et al., 2011). Es probable, que estos
animales negativos por serologia y positivos por PCR, se encuentren en un
estado inmunoldgico previo a la seroconversidon, aunque se tiene poco
conocimiento acerca de si los perros seronegativos, en los que se detecta ADN
de Leishmania por PCR, son inmunolégicamente resistentes a la enfermedad o
si la pueden desarrollar posteriormente (Coura-Vital et al., 2011).
Adicionalmente, algunos autores seflalan que algunos perros pueden
permanecer seronegativos por periodos variables de tiempo, aunque estén
infectados con Leishmania spp. (Strauss-Ayali et al., 2004). Sin embargo, el
hecho que el 50% de perros con ADN secuenciado (6/12), fueron positivos por
serologia, sugiere que las dos técnicas nos pueden brindan mejor informacion

de la situacion de esta parasitosis; estos hallazgos podrian indicar, que en
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areas donde la leishmaniasis es endémica, se debe utilizar la combinacion de
estos métodos. Debido a que la PCR, es més util en la deteccion de infecciones
recientes en individuos sanos; mientras que las pruebas serolégicas, nos
brindan informacion acerca del contacto previo del animal con el parasito,
infecciones menos recientes (Srividya, Kulshrestha, Singh, & P., 2011). Esta
sugerencia, esta en concordancia con las recomendaciones de otros autores,
quienes sugieren que se debe usar serologia, o serologia combinada con PCR,
para el monitoreo o vigilancia epidemiologica de perros sanos y que se debe
evitar realizar estos procesos solo con PCR (Solano-Gallego et al., 2009). Sin
embargo, aunque en Colombia la enfermedad es endémica, no existen politicas
de salud gque incentiven mejoras en el diagnéstico y la vigilancia de esta
parasitosis, se limitan en el caso de los perros, al sacrificio de los animales
seropositivos (titulos = 1/32), con las implicaciones éticas y resultados

controversiales que esto conlleva.

Los resultados obtenidos en este estudio, constituyen una linea de evidencia,
respecto a que C. familiaris, puede estar jugando un papel importante en el
mantenimiento de L. brazilienzis y L. guyanensis; y que se debe considerar
como potencial reservorio de estas especies, en sintonia con la evidencia
obtenida por Hernandez y colaboradores en Venezuela, quienes sugieren al
perro como potencial reservorio de Leishmania del subgénero Viannia
(Hernandez et al., 2006). Con base en la evidencia de este trabajo, se debe
demostrar en estudios posteriores, si el perro esta participando activamente en
la diseminacion del parasito en esta area, a través de ensayos de infectividad y

xenodiagndstico.

Teniendo en cuenta los hallazgos de este trabajo, la evidencia seroldgica y
molecular reunida, se propone al perro doméstico (C. familiaris), como potencial
reservorio de las especies L. guyanensis y L. braziliensis, en el foco urbano

mixto de Ovejas, Sucre.
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CONCLUSIONES

Con base en la alta seroprevalencia encontrada, se evidencia que los caninos
domeésticos del municipio de Ovejas, estdn en contacto con parasitos del género

Leishmania.

La poblacién canina se infecta de manera natural con L. guyanensis y L.
braziliensis, especies asociadas a casos de leishmaniasis cutanea humana, en

el municipio de Ovejas.

La seroprevalencia para leishmaniasis e infeccién natural con especies del
género Leishmania, en caninos del area urbana del municipio de Ovejas, Sucre,

no esta asociada a los factores de la vivienda y el entorno estudiados.
Con base en la evidencia seroldgica y molecular reunida, se propone al perro

doméstico C. familiaris, como potencial reservorio de L. guyanensis y L.

braziliensis, en el foco urbano mixto de Ovejas, Sucre.
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RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de infectividad y xenodiagnostico, con el fin de evaluar si los
perros positivos, son infectivos para las especies del género Lutzomyia que
actian como vector en el foco estudiado, con el fin de completar los criterios de

incriminacion.

Evaluar el uso de métodos de control vectorial en perros, tales como el uso de
collares impregnados con deltametrina, los cuales han mostrado resultados

promisorios en otras regiones.

Evaluar la utilidad de otro marcador molecular, en la tipificacion de las especies
que infectan a los caninos, en los que no se pudo realizar la identificacion de los

parasitos.
Aislar cepas de parésitos del género Leishmania, a partir de los individuos con

presencia de anticuerpos contra Leishmania spp., 0 que presenten material

genético de estos parasitos.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

TOMA DE MUESTRA CANINO

Identificaciéon del Animal
Nombre: N° de muestra

Direccion: Barrio: Municipio

Apariencia del Animal

Sano Enfermo:

Sintomas Generales

Apatia Adelgazamiento Atrofia Muscular
Visceromegalia Diarrea Sangrado

Curvatura de las ufias Alopecia Alteraciones
oculares

Lesiones Cutaneas Lesiones: [SI [J NO Numero__ Ubicacién

de las lesiones

Yo, propietario del canino, acepto y autorizo para que sean tomadas las
muestras necesarias para el estudio, sabiendo que dicho procedimiento no
representa ningun riesgo para la salud o vida del animal

FIRMA
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ANEXO 2. ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Proyecto: Incriminacién de reservorios de Leishmania spp. en un foco
urbano de leishmaniasis cutanea de los Montes de Maria, Costa Caribe
Colombiana”

Nombre del jefe de hogar o conyugue:
Ocupacion:
Teléfono
Direccion de la vivienda: Barrio:
Ciudad

1. Caracteristicas de la Vivienda

e Tiempo de Residencia en la zona: 0-3 afios [] 4-10 afios [] 10-20
afos [] Mas de 20 afios[]

Tipo de Vivienda

Prefabricadas [] Artesanal [] Mezcla de ambos [ ]

Pisos: Tierra [] Cemento[ ] Madera [] Baldosa []

Techo: Prefabricadas [ Artesanal [] Mezcla de ambos []

Servicios publicos: Agua[] Gadl Luz[d Alcantarilladol] Todos L[]

Ninguno

e Disposicign de Basuras: Campo abierto [] Encerradas [1 Queman []
Carro de basura []

 Disposicion de excretas: Aire libre [] letrina Bafio []

e Zona boscosa cerca de lavivienda: SI 1 NO [

e Distancia de la vivienda a zona boscosa o cultivos (mts): 1-10 O] 10-100 [
> 100[]
e Con que frecuencia ingresa a estos sitios Diario [] semanal [

quincenal 1 mensual []

Conocimiento sobre la enfermedad y el vector

Ha escuchado hablar de la leishmaniasis? SI [] NO []

Conoce las formas de tratamiento de la enfermedad:  SI[] NO [

Quién la transmite? Pito [] Ald [] Capotillo [] Ején [] Mosca [l
A qué hora pican los vectores en la zona? Mafanal] Tarde [] Noche []
Los zancudos pican: Intradomicilio [] Peridomicilio[]

Extradomicilio []

Qué métodos usan para evitar la picadura del insecto

Fumigacion con veneno  [] Humos [] Toldillos en su vivienda []
Mallas en puertas y ventanas [] Repelentes[] No usa []
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En qué época abunda mas el vector? Seca [ ] luviosa [JTodas las épocas
No sabe[]

Presencia de Reservorios

Sabe cudles son los animales que pueden infectarse con Leishmania? SI []
NO[]

Existen animales domésticos en la vivienda? SI[]J] NO []

N° de:perros_ Gatos _ Cerdos____ Equinos___ Vacas____

Do6nde duermen los animales domésticos? Intra [] Peri[]
Extradomicilio []

Qué animales silvestres existen en los alrededores: perezoso[] zorros []
roedores [] Zarigueya [] NO[]

Datos demogréficos y antecedentes de la enfermedad

Migracién de las personas a lugares enzoéticos: SI[] NO []
Frecuencia con la que viaja: 0-3meses [] 3-12mesed | >12meses []
Sitio de vivienda anterior:

NUmero de habitantes de la residencia: 1-5 [] 5-10L] >10 []

Presencia de antecedentes de leishmaniasis: No [] Cutanea [] Visceral []

Numero de Personas Infectadas: 1-5 [] 5-10 [] >10 [
Lugar de infeccion , diagnadstico :
tratamiento y Ocupacion

Encargado de la encuesta:
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