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Margaret Paternina-Gémez', Yirys Diaz-Olmos', Luis Enrique Paternina', Eduar Elias Bejarano'?

' Grupo de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre, Sincelejo, Colombia
2 Doctorado en Medicina Tropical, SUE-Caribe, Cartagena, Colombia

Introduccion. Aunque el perro se considera el principal reservorio doméstico de Leishmania infantum
en varios paises de Latinoamérica, se desconocen las tasas de infeccién por parasitos del género
Leishmania en perros de algunos focos de leishmaniasis visceral del norte de Colombia.

Objetivo. Establecer las tasas de infeccion por Leishmania spp. en poblaciones caninas del
departamento de Sucre en el norte de Colombia.

Materiales y métodos. Se estudiaron perros de zonas rurales de los municipios de Sincelejo, Sampués
y Ovejas. Los parasitos del género Leishmania se detectaron mediante la amplificacién de un segmento
de ADN de la subunidad ribosémica pequena (rSSU). Se analiz6 la relacion entre variables como sexo,
grupos etarios y presencia de signos clinicos, respecto a la infeccion por Leishmania.

Resultados. Se amplificé un fragmento de 561 pb de larSSU de Leishmania spp. en 34,9 % (29/83), 35,7
% (15/42) y 11,1 % (1/9) de los perros analizados de Sincelejo, Sampués y Ovejas, respectivamente.
La prevalencia total de infeccion por Leishmania spp. fue de 33,6 %. En dos perros de Sincelejo,
dos de Sampués y uno de Ovejas, se obtuvo una banda de 650 pb, caracteristica de parasitos del
género Trypanosoma. El 64,2 % de los perros que mostraron al menos un signo clinico indicativo de
leishmaniasis canina, fue positivo por PCR. Se hall6 una relacion estadisticamente significativa entre
los perros mayores de 33 meses de edad y el resultado positivo para Leishmania spp. (p=0,043). No se
encontré relacion entre el sexo del perro y el resultado positivo para Leishmania spp. (p=0,85).
Conclusidn. Un tercio de la poblacién canina analizada se encontré infectada con parasitos del género
Leishmania, lo cual podria sustentar su posible papel como fuente de infeccion para el insecto vector.
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High prevalence of infection with Leishmania (Kinetoplastea: Trypanosomatidae) in dogs in
northern Colombia

Introduction: Although the dog is considered to be the main domestic reservoir of Leishmania infantum
in several Latin American countries, the rate of infection with Leishmania parasites remains unknown in
dogs from foci of visceral leishmaniasis of northern of Colombia.

Objetive: To determine the prevalence of Leishmania infection in canine population from department
of Sucre in northern Colombia.

Materials and methods: The canine population of rural areas of the municipalities of Sincelejo,
Sampués and Ovejas was studied. Parasites of the genus Leishmania were detected by amplifying
a DNA segment of the small ribosomal subunit (rSSU). The relationship among sex, age group and
clinical signs with infection by Leishmania was analyzed.

Results: A 561 bp fragment of the Leishmania rSSU was amplified in 34.9% (29/83), 35.7% (15/42)
and 11.1% (1/9) of the dogs analyzed from Sincelejo, Sampués and Ovejas, respectively. Overall
prevalence of Leishmania infection was 33.6%. A 650 bp band, characteristic of parasites of the genus
Trypanosoma, was amplified in two dogs from Sincelejo and Sampués and in one dog from Ovejas.
The 64.2% of the dogs that showed clinical signs compatible with canine leishmaniasis, was PCR-
positive. A statistically significant relationship was found between dogs over 33 months old and positivity
to Leishmania (p=0.043). No relationship was observed between sex and positivity to Leishmania
(p=0.85).

Conclusion: A third of the canine population studied is infected with Leishmania, which could support
its potential role as a source of infection for the insect vector.

Keywords: Leishmania, dogs, epidemiology, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i3.780
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La leishmaniasis es un grupo de enfermedades
causadas por la infecciéon con parasitos protozoos
del género Leishmania Ross, 1903, de la familia
Trypanosomatidae Doflein, 1901. Se estimaque 350
millones de personas estan en riesgo de infectarse
con el parasito (1). La leishmaniasis visceral es
la forma clinica més grave de la enfermedad y es
letal cuando no se trata a tiempo. Esta infeccion es
causada por parasitos pertenecientes al complejo
Leishmania donovani (Laveran y Mesnil, 1903),
entre los cuales, Le. donovani es causante de
leishmaniasis visceral en Europa, Africa y Asia,
mientras que Le. infantum Nicolle, 1908, causa la
enfermedad tanto en América como en Europa (2).

En Colombia, los focos de leishmaniasis visceral
se encuentran distribuidos a lo largo de la
cuenca del rio Magdalena y sus afluentes, en los
departamentos de Huila, Tolima, Cundinamarca,
Santander, Cérdoba, Bolivar y Sucre (3). Los dos
ultimos departamentos han constituido histéricamente
el foco de leishmaniasis visceral humana mas
importante del pais (4).

En varios paises de América Latina el perro se
considera el principal reservorio doméstico de Le.
infantum (5,6). En focos endémicos de la Costa
Caribe colombiana, donde se presenta anualmente
el mayor numero de casos de leishmaniasis
visceral humana del pais, se ha reportado una
alta prevalencia de la enfermedad en perros,
con tasas de hasta el 36 % con la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) y del 17,24 %
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(7,8). En los departamentos de Huila y Tolima la
seroprevalencia varia entre 5,1 y 50,2 % (9,10).

En Colombia, Didelphis marsupialis también se
considera como un importante reservorio de Le.
infantum, con tasas de infeccion que alcanzan el
32,4 % en el foco de transmisién de Cundinamarca
(11), mientras que en la Costa Caribe varian entre
9,5y 28 % (3,12). El comportamiento némada y
la dieta omnivora de estos mamiferos promueven
su capacidad de vivir en estrecha asociacion con
humanos, por lo que se convierten en una fuente
frecuente de parasitos para los insectos vectores
que habitan en ambientes peridomésticos. Proechimys
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conicollis también se ha encontrado infectado con
Le. infantum en focos de la Costa Caribe, con tasas
de 8,8 % (3).

La deteccion de Leishmania spp. en el examen
microscopico directo requiere de un considerable
grado de experiencia para distinguir los amastigotes
en el interior de la célula huésped, mientras que
las técnicas serolégicas proveen una herramienta
util en la vigilancia del contacto entre Leishmania 'y
perros, pero no permiten diferenciar entre infeccién
activa e infecciones pasadas (13).

Actualmente, la PCR ha permitido una mejora
importante en el diagnéstico de esta parasitosis
y en el conocimiento de aspectos importantes
de la interaccion entre el parasito y el reservorio
(8). La sensibilidad de la PCR suele ser alta en
comparacion con otras técnicas, aunque depende
de las caracteristicas de la region gendmica diana.
Esta sensibilidad puede incrementarse mediante
el uso de cebadores dirigidos a secuencias
multicopias como secuencias repetitivas nucleares
y del cinetoplasto (14,15), asi como a las familias
génicas multicopias (16).

A esta Ultima categoria pertenece la subunidad
ribosémica pequefa (Small Ribosomal Subunit,
rSSU), gen codificante del ARN ribosémico 18S,
que es la secuencia mejor estudiada tanto en
metazoarios como en protozoarios (17) y posee
cerca de 166 copias por genoma haploide en Le.
donovani, equivalente al 0,82 % del ADN haploide
total, caracteristicas que la convierten en un objetivo
apropiado para la amplificacién de ADN (18,19).

El perro puede utilizarse como indicador bioldgico
para determinar el caracter endémico real de la
leishmaniasis en una zona bajo estudio, debido
al contacto cercano que tiene con los reservorios
silvestres de Leishmania y los humanos, y a
que tiene facil acceso a los microhabitats de los
vectores de esta enfermedad (20).

Considerando estas razones y teniendo en cuenta
que son escasos los estudios de leishmaniasis
canina en la costa norte de Colombia, el objetivo del
presente estudio fue establecer la prevalencia de la
infeccién por Leishmania spp. en perros de areas
rurales del departamento de Sucre, Colombia.

Materiales y métodos
Areas de estudio

El trabajo se desarroll6 en el area rural del
departamento de Sucre, en los corregimientos de
Sabanas del Potrero (municipio de Sincelejo) y
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Escobar Arriba (municipio de Sampués), y la vereda
El Campin del corregimiento El Floral (municipio
de Ovejas), que fueron seleccionados teniendo
en cuenta los registros de casos de leishmaniasis
visceral (Secretaria de Salud de Sucre, datos
sin publicar). La busqueda activa de perros en
las zonas de estudio, se realiz6 entre agosto y
diciembre del afio 2006 mediante visita a todas las
viviendas de las tres localidades analizadas. Sélo
se tomaron muestras y datos clinicos de aquellos
animales cuyos propietarios lo autorizaron.

Obtencioén de muestras biologicas y recoleccion
de datos

Se obtuvieron 5 ml de sangre periférica por puncion
de la vena braquial, se transfirieron a tubos con
EDTA y se transportaron hasta el Laboratorio de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
Sucre, donde se almacenaron a -20 °C hasta la
extraccion de ADN. Se registraron los datos basicos
de cada animal incluido en el trabajo, como edad
en meses, sexo y signos clinicos indicativos de
leishmaniasis canina, como caquexia, onicogrifosis,
alopecia y lesiones cutaneas.

Extraccion de ADN genémico

EI ADN genomico se extrajo siguiendo un protocolo
de altas concentraciones de sales y proteinasa K,
descrito brevemente a continuacion. Un volumen
de 500 pl de sangre se centrifugd a 12.000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado obtenido
se incub6 con 495 pl de solucion tampon de lisis
celular (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, SDS 1 %) durante
10 minutos; luego se adicionaron 5 pl de proteinasa
K (200 mg/ml) y se incub6 a 65 °C durante una hora;
después se inactivo la proteasa a 97 °C durante
cinco minutos. Las muestras se centrifugaron
nuevamente, durante 10 minutos a 12.000 rpm y
4 °C, y el sobrenadante se transfirié a un microtubo
y se incubé con 500 pl de acetato de potasio 5 M
a -20 °C durante 15 minutos. Al sobrenadante
obtenido mediante una nueva centrifugacién de la
mezcla, durante 10 minutos a 12.000 rpm y 4 °C,
se le adicionaron 0,6 voliumenes de isopropanol y se
incubd a -20 °C durante toda la noche. El precipitado
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de &cidos nucleicos totales se lavo con etanol al
70 % por centrifugacion, durante cinco minutos a
12.000 rpmy 4 °C, se secé y finalmente se volvié a
suspender en 50 pl de agua ultrapura.

Amplificacion de ADN de Leishmania

La deteccion de paréasitos del género Leishmania
se llevd a cabo mediante la amplificacion de
un fragmento del ADN de la rSSU de la familia
Trypanosomatidae, con cebadores que amplifican
una regién de aproximadamente 561 pb del ADN
ribosémico en Leishmania (16,21) (cuadro 1,
figura 1). La organizacion estructural de los genes
ribosdbmicos nucleares es comun a todas las
especies del género Leishmania, incluidas las del
Nuevo Mundo (16) (figura 1). En la determinacion
de lainfeccién natural de los perros con Leishmania
spp., se incluyé ADN de Le. infantum (MHOM /
FR /91 /LEM 2259) como control positivo y agua
como control negativo, utilizando el siguiente
perfil térmico: desnaturalizacién inicial a 94 °C
durante cinco minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C, alineamiento a 54 °C y
extension a 72 °C, cada paso durante un minuto,
seguida por una etapa de extension final a 72 °C
durante cinco minutos.

Electroforesis en gel de agarosa y analisis de
imagenes

Los productos de amplificaciéon de la PCR se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa
al 1,25 % con solucién tampoén TBE 0,5X durante

Ssur [s.os] LSur
I ]
901 1461
| Region variable en L. donovani ]|
SSUS61F SSUS61R

Figura 1. Organizacion de los genes ribosémicos nucleares y
localizacién de los cebadores SSU561 en Leishmania donovani
(16)

Cuadro 1. Cebadores y composicion de la mezcla de reaccién de PCR con los cebadores SSU561

Cebadores Secuencia Composicion de la mezcla de

reaccion de PCR 25uL
SSUF561F 5-TGGGATAACAAAGGAGCA-3 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP’s, 20 pmol de
SSU561R 5-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-3 cada cebador, 1,5 U polimerasa, 3 pl solucion

de ADN.
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60 minutos a 9,5 V/cm, con previa adiciéon de
bromuro de etidio, y luego se visualizaron por
exposicion de los geles a luz ultravioleta de onda
corta (254 nm). Durante cada electroforesis se
corrieron los controles positivos y negativos, asi
como también un marcador de peso molecular,
para facilitar la estimacién del tamafo del producto
de PCR amplificado, con el programa para analisis
de electroforesis Lablmage 1D 2006. Con este
programa se analiz6 el tamafio de los fragmentos
amplificados por PCR, de acuerdo con el criterio
Running Front (RF) ajustado para la migracion de
fragmentos y con una curva de masa molecular
de tipo cuadratico. Las muestras se consideraron
positivas para Leishmania spp. cuando se detectd
un fragmento de aproximadamente 560 pb.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante el desarrollo del
estudio se tabularon y procesaron para llevar a
cabo un analisis estadistico descriptivo de las
caracteristicas generales de la poblacion canina
bajo estudio. Las clases o categorias se calcularon
usando los criterios de la regla de Sturges.
Los célculos de prevalencia de la infeccion se
computaron por localidad; para el departamento de
Sucre se consideraron intervalos de confianza de
95 % (IC,,,,). La relacion del resultado positivo para
Leishmania spp. con el sexo, los grupos etarios
y los signos clinicos de leishmaniasis canina, se
analiz6 mediante el test exacto de Fisher con el
programa GraphPad Instat (GraphPad Software).

Aspectos éticos

La muestra de sangre periférica se obtuvo con el
consentimiento previo de los propietarios de los
perros. Todos los procedimientos fueron avalados
por el Comité de Bioética de la Universidad de
Sucre.

Resultados
Caracteristicas de la poblacién canina

La poblacion canina incluida en el estudio
estuvo constituida por 134 perros, 83 de ellos
pertenecientes al municipio de Sincelejo, 42
al municipio de Sampués y 9 del municipio de
Ovejas. El 41,8 % de los animales eran hembras
y el 58,2 % restante, machos. La mayor parte
de la poblacién canina estuvo conformada por
perros mestizos jévenes (figura 2), que cumplian
la funcion de guardianes de las viviendas, por lo
que eran mantenidos fuera de ellas durante la
noche.
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Figura 2. Distribucion de los perros positivos para parasitos
del género Leishmania por grupo etario en los municipios de
Sincelejo, Sampués y Ovejas del departamento de Sucre.
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Li: Leishmania infantum.

Figura 3. Tamano de los productos amplificados con los
cebadores SSU561 en parasitos de la familia Trypanosomatidae
de importancia médica

Prevalencia de infecciéon por Leishmania spp.

Para el diagnéstico molecular de Leishmania spp.
en perros a partir del ADN extraido de sangre
periférica, fue necesario el uso de 1,5 U de Taq
DNA polimerasa para obtener el producto de
amplificacion y garantizar la reproducibilidad del
ensayo; las cantidades de Tagpolimerasa inferiores
a esta no generaron productos de amplificacion.
Una vez estandarizada la PCR, fue posible
amplificar un fragmento de, aproximadamente, 560
pb correspondiente a la rSSU de Leishmania spp.
en 29/83 (34,9 %), 15/42 (35,7 %) y 1/9 (11,1 %) de los
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perros analizados en los municipios de Sincelejo,
Sampués y Ovejas, respectivamente. Se presentd
una prevalencia total de infeccién por Leishmania
spp. del 33,6 % (45/134; IC,,: 25,2-41,9) en los
animales analizados.

Los cebadores SSU561 amplificaron una banda de
650 pb, aproximadamente, en algunos perros de
las tres localidades. Estas bandas se observaron
en dos perros de Sincelejo y en dos de Sampués,
mientras que en un perro de Ovejas sélo se presentd
la banda de mayor peso molecular (figuras 3 y 4).
Con el programa Lablmage 1D se determind que el
tamafio de la banda méas grande correspondia a lo
esperado para especies del género Trypanosoma
(superior a los 630 pb), las cuales poseen el
fragmento de mayor peso molecular entre los
parasitos de la familia Trypanosomatidae cuando
se realiza la PCR con estos cebadores (figura 3).

Relacion del resultado positivo para Leishmania
con la sintomatologia de leishmaniasis, la edad
y el sexo de los perros

El analisis de los datos de sintomatologia indicativa
de leishmaniasis canina respecto al resultado
positivo para Leishmania spp., demostré que la
presencia de signos clinicos no esta relacionada
de forma directa con la infeccion por Leishmania
spp.; de hecho, existe una mayor probabilidad de
encontrar individuos positivos para Leishmania
spp. y asintomaticos (p=0,018). El 20,9 % (28/134)
de los perros estudiados presentd, al menos, un
signo clinico de leishmaniasis visceral canina;
los méas prevalentes fueron caquexia (22,2 %),

B
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Cuadro 2. Tabla de contingencia en la que se relacionan
variables de la poblacion canina respecto a las pruebas positivas
para Leishmania spp.

Caracteristicas Positivos Negativos o]

Signos clinicos Presentes 18 15 0,018
Ausentes 27 74

Grupo etario <33 21 58 0,043
>33 24 31

Sexo Machos 26 54 0,852
Hembras 19 35

onicogrifosis (20 %), alopecia (11,1 %) y, en menor
medida lesiones cutaneas (8,8 %). En el 64,3 %
(18/28) de los perros sintomaticos se detecté ADN
de Leishmania spp.

El 45,6 % de la poblacién positiva estaba entre
los 3 y los 33 meses de edad. Debido a que la
mayor parte de la poblacién canina pertenecia a
ese intervalo etario, se evalué6 si existia diferencia
estadistica entre este grupo compuesto de
poblaciéon juvenil y los grupos etarios mayores
(intervalosde 34 a64,65a95,96a 126y 127a 157
meses); este analisis permitié hallar una relacion
estadisticamente significativa entre los perros
mayores de 33 meses de edad y la infeccion por
Leishmania spp. (p=0,043), mientras que no existio
ningun tipo de relacion aparente entre el sexo y la
infeccién por Leishmania spp. (p=0,85) (cuadro 2).

Discusién
Los resultados del presente estudio demuestran

que el 33,6 % de la poblacién canina analizada,
que habita en areas del departamento de Sucre

2001

Pixel Intensity

100+

B
A

Method: Valley to Valley, Parameter: 0

Band Nr. RF MW Base Cal. Band Vol.
Band 1 0.623 662 3.332
Band 2 0.651 560 7.915

Figura 4. Andlisis de los fragmentos amplificados por PCR con el programa Lablmage 1D 2006 Professional. A. electroforesis
en gel de agarosa al 1,25 % de los productos de PCR, M: marcador de peso molecular 1 kb, Li: ADN de Leishmania infantum,
e IM: muestra de sangre de perro con infeccion mixta de Leishmania 'y Trypanosoma. B. Tamafio estimado de los fragmentos

amplificados en la muestra IM.
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donde la leishmaniasis es endémica, padece la
infecciébn con parasitos del género Leishmania.
Esto se podria atribuir a que los perros residentes
en estas zonas rurales permanecen la mayor
parte del tiempo en el exterior de las viviendas,
principalmente durante la noche, debido al papel
que cumplen como guardianes de cultivos y de
animales domésticos. Este comportamiento podria
explicar el alto porcentaje de perros positivos con
diagnostico mediante PCR de la rSSU, los cuales
se encuentran permanentemente expuestos a la
picadura del insecto vector, Lutzomyia evansi, que
exhibe grandes densidades peridomiciliarias, con
un horario de actividad crepuscular que se inicia a
las 18:00 horas y se extiende hasta las 06:00 horas
(22,23).

Aunque varios animales positivos para Leishmania
presentaron uno o0 mas signos clinicos de la
enfermedad, el mayor porcentaje de estos fue
asintomético. Se han encontrado resultados
similares en otros paises, lo que indica que la
mayoria de la poblacién canina de &reas endémicas
para la enfermedad permanece asintomatica (24).
Esta condicion de aparente resistencia podria estar
relacionada con el desarrollo de una respuesta
inmunitaria protectora que permite el control de
la infeccion en el animal o con un alto grado de
infecciones subclinicas (25). Por otro lado, la
existencia de perros negativos pero con signos
clinicos caracteristicos de leishmaniasis canina,
puede deberse al mimetismo de esta parasitosis
con infecciones como ehrlichiosis o a alteraciones
inmunoldgicas (24,26), o que pone en evidenciaque
el cuadro clinico de la enfermedad es insuficiente
para establecer un diagnéstico confiable.

Son escasos los estudios de leishmaniasis canina
desarrollados a la fecha en el departamento de
Sucre (7,27,28), a pesar de constituir uno de los
focos de la enfermedad mas importantes del pais.
Las seroprevalencias registradas previamente en
el municipio de Ovejas, van desde 3,8 hasta 9,6 %
por IFI (27). Asimismo, mediante la técnica ELISA
se encontré6 una seroprevalencia del 23,3 % de
leishmaniasis canina en la zona de los Montes de
Maria, incluido el municipio de Ovejas, mientras que
en el resto del departamento de Sucre el procentaje
de seropositivos oscil6 entre 1,9y 5 % (28). En el
Unico estudio de deteccién de Leishmania spp. en
caninos de Sucre, llevado a cabo en el municipio
de Sampués, se informaron prevalencias de
infeccién entre 10 y 17,24 % mediante PCR (7).
En su conjunto, estos hallazgos contrastan con
las prevalencias de infeccion encontradas en
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el presente estudio, que alcanzaron valores de
hasta 35,7 %, sin desconocer las diferencias en la
sensibilidad y especificidad de cada técnica, y en
el numero de perros muestreados.

Hastalafecha, no existian estudios de leishmaniasis
canina en Sincelejo, a pesar del registro de casos
humanos de la enfermedad, aunque en menor
proporcion que en otras zonas del departamento
(4,22). Sin embargo, la prevalencia detectada en
caninos de este Ultimo municipio es tan alta como
la que se presenta en Sampués (7). Por otra parte,
la baja prevalencia de Leishmania spp. en perros
de Ovejas se puede atribuir al escaso nimero de
animales analizados en esta zona, que correspondio
a toda la poblacion canina de la vereda El Campin,
donde ocurrid un caso de leishmaniasis visceral
humana (Secretaria de Salud de Sucre, datos sin
publicar).

Ademas de la infeccion por parasitos del género
Leishmania, se pudo detectar la presencia de
otros parasitos de la familia Trypanosomatidae
que afectan la poblacion canina de las localidades
estudiadas. Por el tamafo diferencial que
exhiben los fragmentos amplificados (figura 3),
se presume que estos parasitos pertenecen al
género Trypanosoma, con lo que se estableceria
por primera vez para la Costa Caribe colombiana
la infeccion mixta de Leishmania-Trypanosoma
en perros. Este hallazgo se suma a la previa
deteccién en la zona de triatominos reconocidos
como vectores de los parasitos causantes de
la enfermedad de Chagas (29). La alta tasa de
infeccién por Leishmania spp. en perros (33,6 %)
de éareas rurales del departamento de Sucre, es
indiscutiblemente una de las mayores tasas de
prevalencia de leishmaniasis canina en el pais
(9,27) e indica un progresivo incremento de la
infeccion en perros de esta regién como una
probable consecuencia de la escasa efectividad de
las medidas hasta ahora implementadas para su
control, como la eliminacién de perros seropositivos
(30).

El reciente hallazgo en Colombia de perros
infectados con especies de Leishmania causantes
de la forma cutdnea, como Le. mexicana Biagi,
1953 (31), Le. guyanensis Floch, 1954 (32), Le.
braziliensis Vianna, 1911, y Le. panamensis
Lainsony Shaw, 1972 (33), asi como la coexistencia
de leishmaniasis visceral y cutanea en los tres
municipios analizados (34), ponen de manifiesto
la necesidad de realizar estudios adicionales para
establecer la especie de Leishmania que infecta
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a los perros en esta region y precisar el papel de
estos como fuente de infeccion para el insecto
vector.
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