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RESUMEN

El rol del perro en la transmision de la Leishmaniasis Tegumentaria Americana continda
en discusion en la literatura. Por tanto, la determinacion y reporte de especies
leishmanicas en perros es el antecedente fundamental para realiza estudios
epidemioldgicos. Cusco es uno de los departamentos con mayor reporte de casos
leishmaniasis humana, principalmente de la forma mucocutanea. La provincia de La
Convencidn aporta con casi la totalidad de casos; vy, la crianza de aves de produccion y
pequefios mamiferos (gallinas, patos, cuyes y perros) forma parte de su actividad
productiva. El presente estudio transversal tiene como principal objetivo determinar la
presencia de Leishmania (Viannia) spp. en caninos domésticos de la provincia de La
Convencidn. Se muestrearon 46 caninos domésticos de zonas endémicas de los distritos
de Echarati y Ocobamba, con o sin lesiones sugerentes de leishmaniasis, del 2015 al 2017
y se detectaron positivos a Leishmania (Viannia) spp. mediante tres técnicas de
diagnostico directo: frotis de lesiones activas sugerentes de leishmaniasis (raspado,

biopsia y/o aspirado segun el caso), cultivo en medio bifasico agar sangre y cultivo en

VIl
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medio de Drosophila de Schneider. Se encontraron lesiones activas y cicatrices en el
32.6% (15/46) de caninos y se diagnosticaron positivos a Leishmania (Viannia) spp. al
19.6% (9/46) mediante la observacién directa por frotis. Se analizaron los datos mediante
la prueba de Chi cuadrado y la prueba exacta de Fisher de acuerdo a los supuestos
estadisticos. Las variables evaluadas fueron: presencia de Leishmania (Viannia) spp. y
presencia de lesion como variables de desenlace; y grupo etario, sexo, lugar que frecuenta
y leishmaniasis humana como variables de exposicion. Se encontrd una asociacion
marginal entre la presencia de lesion y el lugar que frecuenta el animal (p=0.051), y una
asociacion con la leishmaniasis humana (p=0.045). No se determind la asociacién con las

otras variables de estudio.

Palabras clave: leishmaniasis tegumentaria canina; Leishmania (Viannia); diagndstico.
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ABSTRACT

The role of the dog in the transmission of American Tegumentary Leishmaniasis is still
under discussion in the literature. Therefore, the determination and reporting of
Leishmanian species in dogs is the fundamental antecedent for conducting
epidemiological studies. Cusco is one of the departments with the highest number of cases
of human leishmaniasis, mainly of the mucocutaneous form. The province of La
Convencidn contributes with almost all cases; and, the breeding of production birds and
small mammals (chickens, ducks, guinea pigs and dogs) is part of their productive
activity. The main objective of this cross-sectional study is to determine the presence of
Leishmania (Viannia) spp. in domestic dogs in the province of La Convencion. 46
domestic canines were sampled from endemic areas of the districts of Echarati and
Ocobamba, with or without lesions suggestive of leishmaniasis, from 2015 to 2017 and

were detected positive to Leishmania (Viannia) spp. through three direct diagnostic

X
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techniques: smear of active lesions suggestive of leishmaniasis (scraping, biopsy and / or
aspiration, depending on the case), culture in two-phase agar agar blood and culture in
Schneider's Drosophila medium. Active lesions and scars were found in 32.6% (15/46)
of canines and were diagnosed positive to Leishmania (Viannia) spp. to 19.6% (9/46) by
direct observation by smear. The data were analyzed using the Chi square test and the
Fisher exact test according to the statistical assumptions. The variables evaluated were:
presence of Leishmania (Viannia) spp. and presence of injury as outcome variables; and
age group, sex, place that frequents and human leishmaniasis as exposure variables. A
marginal association was found between the presence of lesion and the place frequented
by the animal (p = 0.051), and an association with human leishmaniasis (p = 0.045). The

association with the other study variables was not determined.

Keywords: canine tegumentary leishmaniasis; Leishmania (Viannia); diagnosis.
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I. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta a millones de personas en todo el mundo
y se transmite por la picadura de insectos vectores. Es causada por la infeccion con
especies del protozoario Leishmania y se manifiesta principalmente en tres formas
clinicas: visceral, cutanea y mucocutanea. La importancia de los hospederos de la
enfermedad esta en su rol para el mantenimiento del patégeno en un area geografica, que
expone a grupos humanos y animales domésticos (Roque y Jansen, 2014). La transmisién
puede ser zoonotica, antropondtica 0 ambas, dependiendo del vector (Akhoundi et al.,

2016; Steverding, 2017).

La leishmaniasis visceral es la manifestacion mas severa de la enfermedad y se considera
al perro como el reservorio principal de Leishmania infantum (Palatnik-de-Sousa y Day,
2011). Sin embargo, este rol es aun incierto en las formas tegumentarias debido a
diferencias en la adaptacién de las especies de Leishmania (Dantas-Torres, 2007). Cada

contexto epidemiolégico difiere en el papel que desempefian las especies hospederas
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involucradas. Multiples factores de riesgo como los ambientales, viajes a zonas
endémicas, cambio climatico y la leishmaniasis canina, incrementan la probabilidad de la

enfermedad (Oryan y Akbari, 2016).

La Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA) es endémica en el Peru y es producida
por especies del subgénero Viannia y Leishmania. Afecta mayormente a zonas
altoandinas y de la selva, las cuales estdn en constante urbanizacion de areas naturales.
Se ha reportado especies de Leishmania (Viannia) en perros de Huanuco y Ancash
(Medina, Chéavez, Minaya, Barbosa-Santos y Espinoza, 2002; Reithinger, Espinoza y
Davies, 2003a), y se ha propuesto que la tenencia de perros pueda ser un factor de riesgo
para la leishmaniasis humana (Reithinger, Espinoza, Llanos-Cuentas y Davies, 2003b).
Un contexto similar se podria dar en Cusco, uno de los departamentos con mayor nimero
de casos de leishmaniosis cutanea y el primero en reportes de mucocutanea; en donde se
ha descrito que la crianza de animales menores contribuye con la economia de un sector
de la poblacién de la provincia de La Convencion (Merma y Julca, 2012; Centro Nacional

de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades [CDC-Per], 2018a).

Por ello, el objetivo del estudio es detectar la presencia de Leishmania (Viannia) spp. en
caninos domeésticos de la provincia de La Convencién del departamento del Cusco.
Asimismo, analizar posibles factores asociados a la leishmaniasis tegumentaria canina
que puedan dar pie a nuevas propuestas en estudios de mayor escala en poblaciones

similares.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Leishmaniasis

La leishmaniasis son un grupo de enfermedades metaxénicas que afectan a los
humanos, animales domésticos y animales silvestres. Es considerada como un problema
de salud publica, dentro de las denominadas "enfermedades tropicales desatendidas"
(neglected tropical disases), las cuales comprometen a poblaciones de escasos recursos,
asociadas a la desnutricién, bajas condiciones de vida y a un débil sistema inmunoldgico
de los que la padecen. Tiene una amplia distribucién en mas de 90 paises de zonas del
tropico, subtropico y del sur de Europa y su entorno ecoldgico varia desde selvas
tropicales hasta desiertos. Se manifiesta principalmente en tres formas clinicas: visceral,
cutanea y mucocutanea. No se conoce con precision el nimero de casos nuevos por afio,
pero se estiman segun el tipo clinico. Los casos estimados de leishmaniasis cutanea van
de 0,7 millones a 1,2 millones, mientras que en la leishmaniasis visceral de 0,2 millones

a 0,4 millones. Menos comun es la forma mucocuténea y casi el 90% de casos se presentan
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en Bolivia, Brasil y Pert (Center for Disease Control and Prevention [CDC], 2018;

Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2018).

2.1.1. Agente etioldgico y taxonomia

La leishmaniasis humana es causada por cerca de 21 de las 30 especies del
protozoario del género Leishmania que infectan también a otros mamiferos (CDC, 2017).
El parasito se clasifica en dos grupos principales; especies del Viejo Mundo que estan
distribuidas en Europa, Asia y Africa, y especies del Nuevo Mundo que se encuentran en
América. Las principales especies del Viejo Mundo son L. aethiopica, L. major, que
producen manifestaciones cutaneas localizadas o difusas; mientras que L. donovani y L.
infantum generan leishmaniasis visceral, ademas de la forma cutanea localizada en esta
ultima. En el Nuevo Mundo se reportan principalmente L. infantum (forma visceral), y L.
mexicana, L. amazonensis, L. peruviana y L. braziliensis como responsables de
manifestaciones cutaneas localizadas y también la forma mucocutanea en la Gltima

mencionada (Alemayehu y Alemayehu, 2017).

Taxondmicamente el género Leishmania (Ross, 1903), se clasifica en:
Dominio: Eukaryota (Cavalier-Smith, 1998)
Reino: Protozoa (Cavalier-Smith, 2002)
Infrareino: Excavata (Cavalier-Smith, 2003)
Phylum: Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1993)
Clase: Kinetoplastida (Honigberg, 1963), o Kinetoplastea (Cavalier-Smith, 1981)
Orden: Trypanosomatida (Kent, 1880)

Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901)

Lainson y Shaw (1987) clasificaron dos subgéneros Leishmania y Viannia, segin

el desarrollo del parésito en el intestino del fleb6tomo vector. Sin embargo, hasta el
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momento no hay una clasificacion universal de Leishmania, principalmente referidos a

criterios de definicion de especies, o0 a la metodologia de clasificacion filogenética.

La clasificacion actual aceptada de Leishmania propone la division del género en
dos linajes llamados “secciones”: Euleishmania y Paraleishmania (Cupolillo, Medina-
Acosta, Noyes, Momen y Grimaldi, 2000). La primera incluye especies de los subgéneros
Leishmania, Viannia y Sauroleishmania (Tabla 1). La otra seccion llamada
Paraleishmania comprende varias especies de Leishmania cuya clasificacién anterior no
era clara (Mauricio, 2018). Se han descrito al menos 39 especies en la literatura como
parésitos adicionales, ain sin nombre o nombrados informalmente. A pesar de ello,
muchas resultaron ser sindnimos, razon por la cual se ha defendido la simplificacion
taxondmica (Fraga, Montalvo, De Doncker, Dujardin, y Van der Auwera, 2010;

Schénian, Mauricio, y Cupolillo, 2010).

Tabla 1.

Nomenclatura simplificada de la seccion Euleishmania

Subgéneros Especies Otros nombres de
especies asociadas

L. (Leishmania) L. donovani L. archibaldi

. chagasi

. infantum

. arabica
. gerbilli
. turanica

L. major

L. tropica . aethiopica

. killicki

r—r O -

. amazonensis
. aristidesi

. garnhami

. forattinii

. pifanoi

. venezuelensis
. waltoni

L. mexicana

-
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L. L. tarentolae
(Sauroleishmania)® L. adleri
L. gymnodactyli
L. hoogstraali
L. guliki®
L. zuckermani®
L. platycephala®
L. (Viannia) L. braziliensis L. peruviana
L. guyanensis L. panamensis
L. lindenbergi L. shawi
L. utingensis
L. lainsoni
L. naiffi
L. (Endotripanum) L. hertigi L. deaneii
L. monterogeii® E. schaudinni
E.sp
L. colombensis
L. equatoriensis

Nota. Fuente: Schonian, G., Mauricio, 1., y Cupolillo, E. (2010). Is it time to revise
the nomenclature of Leishmania? Trends in Parasitology, 26(10), 466-4609.
d0i:10.1016/j.pt.2010.06.013

A confirmacion
PEspecie con una secuencia mitocondrial disponible, con mayor similitud con L.

tarentolae
“Descripcion de la especie, sin datos moleculares
2.1.2. Morfologia
El parésito presenta un ciclo de vida digenético (alterna entre dos hospederos) que
se desarrolla en el mamifero y en el vector. Manifiesta diferentes morfologias y tipos
celulares que se adaptan al vertebrado o al vector segin las condiciones ambientales
celulares (Bates, 1994; Dostalova y Volf, 2012; Seraphim, Ramos, y Borges, 2014).
Aunque Leishmania presenta dos principales morfologias, promastigote (en el
flebotomino) y amastigote (en el mamifero), la arquitectura celular bésica se conserva
entre ambas y estd definida por microtdbulos de corset subpelicular reticulados. Esta
matriz se preserva durante todo el ciclo, de tal manera que la divisién celular se basa en

la insercion y el alargamiento de los microtubulos en la matriz existente. El protozoario

presenta un nacleo y un conjunto de organulos de una sola copia. En el extremo anterior
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al nucleo se encuentra el kinetoplasto, una masa de ADN mitocondrial, que esta conectado
al cuerpo basal desde el cual se extiende el flagelo (Rudzinska, D’ Alesandro, y Trager,
1964; Aleman, 1969; Ogbadoyi, Robinson, y Gull, 2003; Wheeler, Sunter, y Gull, 2016).
En la base del flagelo hay una invaginacion de la membrana celular que forma una
estructura llamada bolsa flagelar, es importante por ser el Unico sitio de endocitosis y
exocitosis y, por lo tanto, es una interfaz critica entre el parasito y su entorno (Lacomble

et al., 2009).

Basicamente, el tipo celular esta conformado por un ndcleo, cuerpo basal,
kinetoplasto, aparato de Golgi, bolsillo flagelar y flagelo (Ogbadoyi et al., 2003). Estas
unidades modulares se colocan entre si dando difrentes morfologias (Hayes et al., 2014;
Sunter y Gull, 2016). De esta manera, para definir la forma dindmica y la forma de este
parésito es necesario comprender la morfogénesis de las distintas estructuras individuales

y su posicion entre ellas (Sunter y Gull, 2017).

La morfologia celular es definida por la forma de la célula, la longitud del flagelo,
la posicidn entre el kinetoplasto y el nicleo, y las caracteristicas ultraestructurales; por
tanto, es lo que se ha utilizado tradicionalmente para definir las formas celulares
observadas. Actualmente hay pocos marcadores moleculares para ayudar a definir las
formas del ciclo bioldgico de manera mas precisa y, por ende, es necesario tener cuidado
y precaucion al definir los tipos de células Unicamente sobre la base de la morfologia

celular (Sunter y Gull, 2017).

Pese a los niveles de complejidades y diferencias de las especies de Leishmania,
la morfologia se conserva a medida que avanza en su ciclo de vida. Las células con una
morfologia de amastigote o promastigote se ven muy diferentes, pero mantienen la

distribucion celular béasica con el kinetoplasto anterior al ndcleo y un flagelo que se
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extiende desde el cuerpo basal (Rudzinska, D’ Alesandro, y Trager, 1964; Aleman, 1969).
La morfologia del amastigote se caracteriza por un cuerpo celular mas pequefio y esférico,
con un flagelo inmavil corto que escasamente emerge del bolsillo flagelar y se centra en
las funciones sensoriales (Gluenz et al., 2010; Wheeler, Gluenz, y Gull, 2015). Por el
contrario, el promastigote es un cuerpo celular de forma ovoide alargado con un flagelo
movil largo (se extiende fuera del bolsillo flagelar) responsable de facilitar la motilidad a
través del tracto digestivo del flebotomino (Cuvillier, Miranda, Ambit, Barral, y Merlin,

2003).

2.1.3. Ciclo bioldgico

Cuando un flebotomino hembra infectado con Leishmania se alimenta de la sangre
de un mamifero susceptible, deposita junto con su contenido salival los promastigotes
metaciclicos en el lugar de la picadura. Durante la ingestién de sangre, la piel del
mamifero es dafiada por la proboscide y se inoculan proteinas segregadas por las
glandulas salivales del vector, esta lesion y las sustancias liberadas producen quimiotaxis
para diferentes células inmunitarias, que modifican los procesos inflamatorios en el sitio
de alimentacion. Muchos tipos de células como los monocitos y las células dendriticas,
interactan con los parasitos en el lugar de la lesion, pero los macréfagos son las
principales células infectadas las cuales permiten la persistencia de Leishmania (Anjili et
al., 1995; de Almeida., Vilhena, Barral, y Barral-Netto, 2003; Arango-Duque. y
Descoteaux, 2015; de Menezes, Saraiva, y da Rocha-Azevedo, 2016). Sin embargo, la
evidencia que demuestra dénde se produce la interaccion entre Leishmania y los
macrofagos en el hospedero es minima. Los promastigotes metaciclicos son altamente
moviles y facultan la migracién a través de una matriz de colageno (Petropolis et al.,
2014). Por lo tanto, es posible que la fagocitosis del protozoario pueda ocurrir en lugares

alejados del sitio de la picadura y que el espectro de la enfermedad de cutanea a visceral
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se diferencie en la capacidad del paréasito para invadir al hospedero mas alla del sitio de
la picadura, ya sea directamente o mediante el movimiento de macréfagos infectados

(Sunter y Gull, 2017).

Lo reportado en la literatura sobre la polaridad de la interaccion y la captacion
entre Leishmania y el macréfago no concuerda; algunos sugieren que se produce primero
a traves del flagelo (punta y/o base del flagelo), mientras otros describen que ocurre
principalmente a través del cuerpo celular o desde ambos extremos (Rittig et al., 1998;

Courret et al., 2002; Forestier, MacHu, Loussert, Pescher, y Spath, 2011).

En Trypanosoma brucei, un tripanosomatido con cercana relacion, la punta del
flagelo posee proteinas que incluyen receptores que se localizan exclusivamente en esa
zona (Saada et al., 2014; Varga, Moreira-Leite, Portman, y Gull, 2017). De esta manera,
es probable que un dominio de membrana diferenciado en la punta del flagelo se cebe
para la unién con el macrdfago, iniciandose asi una secuencia de sefializacién que
llevarian a la captacion y diferenciacion del parasito. Pero cualquiera que sea la
orientacion de la Leishmania, termina con su flagelo apuntando hacia la periferia del
macrofago (Courret et al., 2002; Forestier et al., 2011). EI movimiento continuo del
flagelo dentro del macrofago ocasiona dafio y falta de integridad a la membrana
plasmatica que promueve la exocitosis lisosomal que altera la composicion de la vacuola
parasitéfora, lo cual aumenta las posibilidades de que el protozoario infecte exitosamente

al macrofago (Forestier et al., 2011).

Una vez dentro del macrofago, el promastigote caracterizado por ser mévil, de
forma alargada y con un flagelo largo, se diferencia a una forma de amastigote que es
esférico, de flagelo corto con una pequefia punta bulbosa que se extiende mas alla de su

cuerpo celular. Este es un cambio drastico en la forma de la célula y resulta en unarelacion
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de superficie celular- volumen minimizada, de esta manera se reduce el area en donde la
célula esta expuesta al ambiente desfavorable de la vacuola parasitéfora, y es probable
que se reprograme el uso de flagelo (Antoine et al., 1990; Antoine et al., 1998; Gull,

2009).

Hay dos tipos distintos de vacuolas parasitoforas que se desarrollan en los
macrofagos infectados segln las especies de Leishmania. La infeccion con algunas
especies como Leishmania major producen vacuolas parasitoforas pequefias, Ilamadas
vacuolas tipo I, que rodean a un solo amastigote; mientras que otras especies como L.
amazonensis produce vacuolas parasitéforas grandes de ocupacién maltiple (vacuolas
tipo 1) que contienen multiples amastigotes (Chang, y Dwyer, 1978; Real, Mortara, y
Rabinovitch, 2010). Las coinfecciones con L. amazonensis y L. major en un solo
macréfago evidenciaron que no se produjo la fusion de los dos tipos de vacuola
parasitoforas, ya sea con amastigotes de L. amazonensis grandes o con amastigote de L.
major. Este hallazgo propone que la vacuola parasitéfora se modifica segln los requisitos
especificos de cada especie, lo que incapacita la fusién eficaz de las vacuolas

parasitoforas distintas (Real et al., 2010).

A pesar de las diferencias en los tipos de vacuolas parasitéfora, las caracteristicas
estructurales de los amastigotes de diferentes especies se conservan (Castro, 2006). Sin
embargo, se han reportado algunas diferencias entre los amastigotes de diferentes
especies, tales como un didmetro medio de los amastigotes de L. mexicana 50% mayor
que los de L. braziliensis y L. donovani (Gardener, Shchory, y Chance, 1977). Si bien es
posible que las diferencias entre promastigote y amastigote sean significativas para las
relaciones hospedero-vector, la semejanza morfoldgica del amastigote entre las diferentes
especies alude la carencia de un vinculo entre la morfologia y la patologia de la
enfermedad. Por otro lado, la expresion de varios factores de virulencia propios en las
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especies, como la proteina A2, pueden tener una mayor importancia para el espectro de

la enfermedad (Zhang et al., 2003; McCall y Matlashewski, 2010).

Cuando el promastigote se diferencia en amastigote dentro de la vacuola
parasitofora, se multiplica por fision binaria que conlleva a la lisis del macréfago para
liberar los amastigotes que infectaran a nuevas células fagociticas mononucleares (CDC,
2017). De esta manera, los parasitos tienen que evadir al sistema inmune del hospedero
durante todo el proceso para conseguir el desarrollo de la enfermedad. Las fases
tempranas de la infeccion son afectadas por el doble rol del sistema de complemento, por
un lado, la lisis mediada por el complemento elimina los parésitos, mientras que la
opsonizacién promueve la captacion de parasitos por los fagocitos, que favorece la
infeccion. El recubrimiento de Leishmania con una capa de lipofosfoglicano (LPG) lo
protege de la lisis mediada por el complemento y a su vez induce la activacion del

complemento, promoviendo la fagocitosis (Franco, Beverley, y Zamboni, 2012).

Ademas, el GLP leishmanial retrasa la formacién de fago-lisosomas y permite que
los parasitos Leishmania se diferencien en su forma intracelular, el amastigote (Vinet,
Fukuda, Turco y Descoteaux, 2009). La respuesta mas efectiva de los macrofagos contra
el parasito es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas
de nitrégeno (RNS), que traza la eliminacion de cualquier patdgeno sin dafiar la célula
hospedera (lles y Forman, 2002; Fang, 2004). Finalmente, frente al estrés oxidativo, los
parasitos tienen la capacidad de vencer la respuesta del macréfago desde su entrada inicial

hasta su supervivencia dentro del mismo.

La accion de los neutrofilos también es importante. Estos son reclutados
inmediatamente en el lugar de la infeccion, donde producen trampas extracelulares de

neutrofilos (NET), que son una red de fibrillas extracelulares compuestas de ADN
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asociado con proteinas antimicrobianas como la elastasa, histonas y granulos toxicos.
Aunque su tiempo de vida es muy corto, su eficacia se expande durante la inflamacion.
Probablemente el impacto de los neutrofilos en la progresion de la enfermedad es
especifico de cada especie (Hurrell, Regli, y Tacchini-Cottier, 2016). Se ha observado
que los parésitos de L. amazonensis son eliminados eficazmente por las NET, pero L.
donovani y L. infantum son resistentes y pueden beneficiarse de la formacion de las NET
(Gabriel, McMaster, Girard, y Descoteaux, 2010). En L. mexicana se reporto que el rapido
reclutamiento de neutréfilos durante la infeccion contribuye a la progresion de la
enfermedad y la cronicidad (Hurrell et al., 2015). Estos hallazgos proponen una relacién
entre los neutréfilos y las diferentes especies de Leishmania, pero adn se requieren

estudios.

Se ha demostrado que los monocitos inflamatorios, reclutados a por activacion
plaquetaria en el sitio de la infeccidn, pueden infectarse, siendo el caso observado en L.
major. El reclutamiento de monocitos inflamatorios esta correlacionado con una mayor
resistencia a la infeccion (Goncalves, Zhang, Cohen, Debrabant, y Mosser, 2011).
Ademas, son necesarios para controlar la reinfeccion de ratones resistentes con L. major,
ya que eliminan los parasitos mediante la produccién de ROS y RNS como el 6xido
nitrico sintasa inducible (ONSI) al activar las células T CD4 + de memoria (Glennie,
Volk, y Scott, 2017; Romano et al., 2017). Sin embargo, este fenotipo es especifico por
especie, como tal es el caso de la infeccion con L. amazonensis, en donde el reclutamiento
de monocitos inflamatorios se asocio con una mayor carga y patologia del parasito (Xin
et al., 2010). De manera similar, la infeccion de monocitos humanos por diferentes
especies de Leishmania altera su adherencia a los tejidos conectivos y podria favorecer la

diseminacion de la infeccion (Figueira et al., 2015).
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La fase inicial posterior a la infeccién por Leishmania es crucial para determinar
el resultado de la enfermedad. Como se menciond anteriormente, cuando el parasito
ingresa al hospedero y es fagocitado, las células inmunes innatas reaccionan produciendo
citoquinas que dan lugar al desarrollo de la inmunidad adaptativa, generando asi un tipo
de respuesta protectora o perjudicial. Y, aunque son indispensables para la eliminacién
total de la infeccion e para implementar una respuesta de memoria duradera contra la
reinfeccidn, también se ha demostrado que las células inmunitarias adaptativas participan
en la patogenia de la leishmaniasis, provocando la destruccion de tejidos e induciendo
recaida de la enfermedad. Las células involucradas que han sido estudiadas son las T

CD4, T CD8y células B (Rossi y Fasel, 2017).

Asi como los flebotominos infectan a los mamiferos al alimentarse de su sangre,
del mismo modo consiguen infectarse. Ingieren los amastigotes del hospedero infectado
y éstos se transforman en promastigotes. Se desarrollan en el intestino (en el intestino
posterior para los organismos del subgénero Viannia y en el intestino medio para los del

subgénero de Leishmania), y migran hacia la probéscide (CDC, 2017).

Recientemente, en un estudio revelaron como las infecciones en el intestino del
vector se amplifican masivamente después de las sucesivas alimentaciones de sangre e
identificaron una nueva etapa en el ciclo de vida que es responsable de esta amplificacion.
Ademas de aportar con una vision clave del ciclo de vida del patégeno, estas
observaciones son importantes para controlar la enfermedad mediante la deteccion de
vectores con el fin de comprender la epidemiologia mas ampliamente. Los hallazgos clave
reportados afirman que los promastigotes metaciclicos son capaces de diferenciarse en el
flebotomino, aumentando el crecimiento de la poblacion de parasitos en una segunda
ingestion de sangre y dando al vector un potencial mucho mayor para transmitir la
enfermedad después de la primera ingestion de sangre infectada (Serafim et al., 2018).
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Anteriormente, los promastigotes metaciclicos se consideraban capaces de
realizar un solo proceso: si se inoculaban en un hospedador vertebrado, serian atrapados
por las celulas fagociticas en la piel, tales como neutrofilos y macréfagos, y se
transformaban en la etapa amastigote, que luego se replica como un parasito intracelular
obligado del sistema fagolisosomico (Murray, Berman, Davies, y Saravia, 2005). Aunque
se refiere a la reproduccion del parasito como asexual, es frecuente que en algunos linajes
(posiblemente en la mayoria) haya una recombinacion sexual (Rougeron, De Mee(s, y

Bariuls, 2015).

En sintesis, para el mantenimiento del ciclo bioldgico es necesaria la participacion
de reservorios silvestres y, dependiendo de la adaptacion ecoldgica, la presencia de
reservorios domésticos. Los tripanozomatidos tienen ciclos de transmisién complejos con
caracteristicas epidemioldgicas especificas de la region (Roque y Jansen, 2014). Para
comprender el rol de las diferentes especies en la transmision de la enfermedad, se
requiere de una investigacion epidemiolégica con una muestra representativa de las
posibles especies hospederas y poblaciones de mamiferos en el area de estudio,

simultaneo al seguimiento de la infeccion (Rotureau, 2006).

2.2. Leishmaniasis Tegumentaria Americana Canina

La LTA abarca dos principales formas de la enfermedad, cutanea y mucocutanea, y
es producida por especies del Nuevo Mundo. Ademés de los humanos, los animales
domeésticos tales como équidos, gatos y perros pueden ser afectados (Brand&o-Filho et
al., 2003; Schubach et al., 2004). El perro es el animal de compafia mas comun y de
mayor contacto con el hombre y aunque la LTA también se ha reportado en gatos, ha sido
estudiado principalmente en perros debido a que se reporta como el reservorio principal

de la leishmaniasis visceral por L. infantum (Rivas et al., 2018).
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2.2.1. Factores de riesgo

Algunas conductas y condiciones de riesgo de la leishmaniasis canina (e infeccién
asintomatica por Leishmania) son similares a las reportadas en la enfermedad humana, y
aunque se han estudiado factores propios de los perros en el Viejo y Nuevo Mundo, los
hallazgos no son del todo similares, debido probablemente a la naturaleza local de la
enfermedad (Dantas-Torres, 2009). Entre las condiciones de riesgo estudiadas comunes
al hombre estan relacionadas con el ambiente (Santaella et al., 2011; Carvalho et al.,
2015; Oliveira et al., 2016), mientras que las particulares de los perros se centran en sus
caracteristicas biologicas y etologia. La dindmica de la enfermedad transmitida entre la
poblacion humana y canina alude que se ven afectados mutuamente y que posiblemente

ambos son perjudicados de igual medida por el vector (Cardenas et al., 2006).

En un estudio realizado en zonas endémicas de leishmaniasis visceral y cutanea
en Brasil, se report6 que los caninos que vivian en zonas rurales tenian 3,39 veces mas
probabilidades de infectarse de leishmaniasis en comparacion con los que vivian en
entornos urbanos (Oliveira et al., 2016). Asimismo, en regiones menos rurales, los perros
de las zonas periurbanas tenian mas probabilidades de haber tenido contacto con el
protozoario y eran 1.56 veces mas propensos a infectarse (Carvalho et al., 2015). Otros
factores de riesgo evaluados comunes a la enfermedad en el hombre han sido la presencia
del vector en la casa, antecedentes de leishmaniasis humana en el hogar, distancia de la
casa al bosque y viaje a otra ciudad, sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas (Santaella et al., 2011).

En la leishmaniasis humana, la edad y el sexo han mostrado asociacién a la
enfermedad y se han considerado factores de riesgo (Jirmanus et al., 2012; Eid et al.,
2018). Este patrén se ve en contextos selvaticos en el que los varones en edad laboral
suelen tener mayor exposicién debido a ocupaciones como la agricultura y silvicultura
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(Weigle, Santrich, Martinez, Valderrama, y Saravia, 1993; Eid et al., 2018). En Portugal,
la seroprevalencia en perros muestra una distribucién bimodal, con mayor titulacion de
anticuerpos en perros menores de 3 afios y mayores de 8 afios (Abranches, Silva-Pereira.,
Conceicao-Silva, Santos-Gomes, y Janz, 1991; Cardoso et al., 2004), similar a ello, en
Iran los perros mayores de 2 afios presentaban una significativa tasa de infeccién mayor
a la de los mas jovenes (Mahshid et al., 2013; Sabzevari, Razmi, Naghibi, y Khoshnegah,
2016). Ademas, en Croacia se reportaron como factores de riesgo al sexo (macho) y a la
edad, en donde los dos grupos de mayor seroprevalencia fueron entre 3 y 4 afios, y entre

6y 7 afios (Zivi¢njak et al., 2005).

En América del Sur las investigaciones parecen no indicar patrones de edad bien
definidos (Dantas-Torres, 2009), probablemente porque los vectores estan presentes
permanentemente. Los estudios realizados en Europa y América del Sur sugieren que la
exposicién entre los géneros y entre los grupos etarios puede variar de una region a otra
tanto para la leishmaniasis visceral como para la tegumentaria (Abranches et al., 1991,
Cardoso et al., 2004; Dantas-Torres, de Brito, y Branddo-Filho, 2006; Mir¢ et al., 2007).
Por otro lado, es importante identificar el sesgo de seleccién por sexo ya que puede
cambiar la interpretacion si la muestra no presenta equidad de los estratos. Esto puede
deberse a las preferencias de crianza de machos como perros de trabajo (Santaella et al.,

2011).

Las caracteristicas asociadas a la leishmaniasis canina propias de los animales han
sido estudiadas con mayor énfasis en la leishmaniasis visceral del Viejo y Nuevo Mundo.
Por tanto, es coherente tomarlas como referencia para evaluar los factores de riesgo de la
forma tegumentaria del Nuevo Mundo. Entre estos se pueden mencionar la raza, longitud
de pelo, color de pelo, condicion corporal y presencia de ectoparasitos (Santaella et al.,
2011; Carvalho et al., 2015). En Brasil, el analisis basado en el tamafio y color de pelo
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mostré que los animales con pelaje mas claro fueron estadisticamente mas propensos a
infectarse de Leishmania (Carvalho et al., 2015), mientras que en un estudio realizado en
el mismo pais y otro en la region mediterranea indicaron que el pelaje corto y oscuro
aumentaba la susceptibilidad (Rondon et al., 2008; Cortes et al., 2012). Ademas,
reportaron que el tamarfio del pelo era un factor de riesgo, lo cual fue similar a un estudio
de leishmaniasis visceral en un estado contiguo con orientacion sur (Coura-Vital et al.,
2013; Carvalho et al., 2015). Aunque, los autores sugieren que los resultados no son
consistentes con los estudios previos debido a que la mayoria de perros muestreados en

la investigacion tenian pelo corto (Carvalho et al., 2015).

Otros factores propuestos como asociados a la leishmaniasis visceral, que no han
sido estudiados en la leishmaniasis tegumentaria canina, han sido el habito de dormir
afuera o dentro de la casa y la aptitud o rol de crianza del animal (compafiia, guardia,
caceria, pastoreo, etc) y se han mostrado evidencias contradictorias (Amela et al., 1995;
Zivi¢njak et al., 2005; Maia et al., 2016). En Croacia y Espafia no se encontraron
diferencias entre animales mantenidos dentro de casa (mascotas) y aquellos que
frecuentaban permanecer fuera de ella (perros de guardia y cazadores) (Amela et al.,
1995; Zivi¢njak et al., 2005). Por otro lado, en Portugal se report6 una mayor prevalencia

de Leishmania en perros con aptitud de mascota (Amela et al., 1995).

Sin embargo, un estudio en una zona considerada libre de leishmaniasis en
Espafia, reportd que los perros de compafiia fueron significativamente menos propensos
a contraer la leishmaniasis que los perros pastores, de caza y los de perreras, suponiendo
asi que los estilos de vida y ocupaciones hacen que sea mayor su exposicion al vector
(Amusategui, Sainz, Aguirre, y Tesouro, 2004). De acuerdo a los reportado en un
metaanalisis de factores de riesgo de la infeccidn por leishmania en perros, evidencia que
las altas tasas de infeccion por Leishmania infantum estan asociadas a un mayor tiempo
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de contacto con el flebotomino como se da cuando se tiene acceso a areas verdes y en

aquellos perros que no son confinados en el hogar (Belo et al., 2013).

La inmunidad estd estrechamente relacionada al riesgo de desarrollar
leishmaniasis. Los estudios en leishmaniasis visceral sugieren que los perros con signos
clinicos son més infecciosos para los flebotominos y que la infecciosidad esté relacionada
con la inmunosupresion, la cual es expresada mediante la circulacion de células Th.
Ademas, la infeccidn esté asociada a niveles bajos de citoquinas de tipo Th1l (como el
IFN-g, IL-2 y TNF-a) y niveles aumentados de citoquinas de tipo Th2 (como IL-10, TGFb

e IL-4) (Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, Bourdeau, y Ferrer, 2008).

2.2.2. Hallazgos clinicos y microbioldgicos

La mayoria de los perros infectados manifiesta desde Ulceras localizadas
autocurativas cutaneas 0 mucosas en las orejas, hocico, escroto y otras zonas inusuales
como las patas; hasta mutilaciones mucocutaneas (Madeira et al., 2003; Velasquez et al.,
2006). Otros signos frecuentes son la descamacion e hiperpigmentacion de la piel o
mucosa (Maia, 2013). A nivel histopatol6gico se puede observar alteraciones de la piel

como acantosis, espongiosis, exocitosis y paraqueratosis (Gonzélez et al., 2018).

La lesion se caracteriza por tener una reaccién inflamatoria cronica, que puede ser
granulomatosa, con la presencia de linfocitos, células plasmaticas y macrofagos
(Gonzalez et al., 2018). En la dermatitis granulomatosa se ha observado acumulaciones
de linfocitos, células plasmaticas y pocos eosinofilos alrededor de los vasos sanguineos.
En la histopatologia de las biopsias de piel, predominan los macréfagos que se concentran
predominantemente en la dermis superficial con un volumen citoplasméatico moderado,

propio de las células epitelioides (Sasani., Javanbakht, Samani, y Shirani, 2014). En
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general, se pueden observar los amastigotes dentro del macrofago, pero también es comdn

encontrarlos de forma libre (DaMata et al., 2015).

2.2.3. Epidemiologia

La LTA estd ampliamente distribuida América Central y del Sur, es producida
principalmente por especies del subgénero Viannia y en menor medida por especies del
subgénero Leishmania. En humanos se han reportado las especies L.(V) braziliensis, L.(V)
guyanensis, L.(V) panamenisis, L.(V) shawi, L.(V) naiffi, L.(V) lainsoni, L.(V)
lindenbergi, L(V). peruviana, L.(L) mexicana, L.(V) venezuelensis y L.(L) amazonensis
(Akhoundi et al., 2016). Algunas de estas especies se han encontrado en perros de forma
asintomatica o con manifestaciones clinicas similares a las observadas en humanos (Tabla

2).

El insecto transmisor pertenece al género Lutzomyia y cada especie de vector
usualmente transmite solo una especie de Leishmania que es responsable de una forma
clinica (Bates, 2007). En la ultima década se han propuesto y estudiado otros probables
vectores, entre ellos el flebotomino Warileya rotundipennis en Colombia (Moreno et al.,
2015). Por otro lado, también se ha reportado la presencia de Leishmania sp. en un
artropodo no insecto: la garrapata (Dantas-Torres, 2011). Se encontr6é L. infantum en
intestinos, ovarios y glandulas salivares de garrapatas de perros (Rhipicephalus
sanguineus) en zonas de leishmaniasis visceral humana y canina en Brazil, sin la
presencia de Lutzomyia sp. (Viol, 2016). Mientras que la deteccion de Leishmania (V.)
guyanensis en Rhipicephalus (Boophilus) microplus recolectados de pecaries de collar
(Pecari tajacu) en Per0, es un hallazgo importante en el estudio de otros posibles vectores
de la LTA, y a sus probables reservorios silvestres (Rojas-Jaimes, Correa-NUfiez, Rojas-

Palomino, Céceres-Rey, 2017).
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Hasta el momento, la transmision se limita al ambiente a rural o periurbano. Los
estudios que han reportado Leishmania (Viannia) en perros de zonas urbanas sugieren
que los perros se contagian por la presencia del vector en lugares con vegetacion residual
(Cerino et al., 2010). La adaptacion de vectores y reservorios silvestres, como los
roedores sinantropicos, a zonas de alta desidad poblacional favorece la transmision de
esta en peridomicilos y domicilios de areas rurales y urbanas (Rosario, Andrade, Ligeiro,
Ishak, y Silva, 2017). Ademas, en una investigacion realizada en un area
mayoritariamente urbana se menciono que los casos humanos pediatricos podrian deberse
al aumento de reservorios periurbanos en zonas de transicion urbano-rural y urbano-
vegetacion residual simultaneamente a la distribucién de vectores en estas zonas (Gil et

al., 2010)

El Per( es un pais endémico de LTA humana en donde se han reportado las
especies L. (V.) peruviana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) braziliensis y L. (V.) mexicana (Sanchez-Saldafia et al., 2004; Gonzalez et al., 2009).
Tiene una amplia distribucion que abarca el 74% de la superficie del territorio y afecta
continuamente al menos a 18 departamentos de la region altoandina y la region
amazonica, pero también en departamentos de la costa (OMS; CDC-Per(, 2018). Los
departamentos con mayores reportes son San Martin, Cajamarca, Cusco, Piura y Madre
de Dios. Su incidencia anual varia segun los cambios sociodemograficos y ecoldgicos,
observandose una disminucion de la tasa de incidencia en el 2015 y su posterior

incremento al afio siguiente (CDC-Pert, 2019).

Las especies de mayor prevalencia en el Pert son L. (V.) peruviana y L. (V.)
braziliensis (CDC-Per0, 2018), ambas detectadas en perros domésticos con o sin lesiones
sugerentes de leishmaniasis. Reithinger et al., reportaron en el 2003(a) una prevalencia
del 26% de Leishmania (Viannia) spp. en perros domésticos de zonas endémicas de L.
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(V.) peruviana y L. (V.) braziliensis en Huanuco, el cual se encuentra ubicado en el llano
amazonico. Ademas, la deteccion de positivos fue altamente sensible debido al
diagnostico por PCR, vy, al usar datos de una encuesta retrospectiva, se encontrd una
asociacion positiva entre el riesgo de leishmaniasis humana y la prevalencia local de

leishmaniasis canina (Reithinger et al., 2003b).

Por otro lado, en la region altoandina se detectd una infeccion por Leishmania sp
del 5.4% en la poblacion de caninos domésticos del distrito de Pampas Grande (Ancash),
con antecedentes de infeccion natural por Leishmania (Viannia) peruviana en perros. Se
realizaron tres técnicas diagnosticas a 87 perros: frotis directo, intradermorreaccion (IDR)
e IFI; y, aunque no se encontraron lesiones cutaneas o mucosas activas, dos de tres perros
positivos a las 3 pruebas diagndsticas presentaron lesiones cicatriciales en la nariz,

sugestivas de leishmaniasis cutanea (Medina et al., 2002).

Sustentando lo anteriormente expuesto, la OMS refiere a la epidemiologia de la
LTA humana como compleja, con variaciones intra e inter especificas en los ciclos de
transmision, vectores, hospederos reservorios, manifestaciones clinicas y respuestas
terapéuticas, ademas de la presencia de distintas especies de Leishmania circulantes en la
misma area geografica; la cual la caracteriza y distingue de la leishmaniasis visceral

americana y de la leishmaniasis del Viejo Mundo.

Como parte de la adaptacion evolutiva de los vectores a los entornos semiurbanos
y urbanos, es probable que los animales domésticos desempefien un rol como nuevos
hospederos oportunistas. Un supuesto que podria explicar la nueva dindmica
epidemioldgica es la destruccion progresiva del habitat natural del vector por parte de los
humanos, desastres naturales y el calentamiento global. Las poblaciones humanas en

riesgo estan definidas por patrones de desplazamientos relacionados con el turismo y por
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poblaciones desplazadas por guerras, crisis economicas y desastres naturales (Torres-

Guerrero, 2017).

Tabla 2.

Especies de Leishmania reportadas en perros en Sudamérica, causantes de la

LTA
Especies Forma de Vector sospechoso o Distribucion
enfermedad probado* geograéfica
L. amazonensis Visceral Desconocido Brasil
L. braziliensis ~ Cutanea / Lu. whitmani, otros  Argentina,
mucocutanea Bolivia, Brasil,
Colombia,
Perq,
Venezuela
L. colombiensis Visceral (cutaneay Desconocido Venezuela
visceral en
humanos)
L. mexicana Cuténea Lu. ayachuchensis Ecuador
L. panamensis  Cutanea Lu. trapidoi Colombia,
Ecuador
L. peruviana Cutaneous Lu. peruensis, Lu. Perl
verrucarum
L. pifanoi Cuténea Desconocido Ecuador

Nota: Fuente: Dantas-Torres, F. (2009). Canine leishmaniosis in South America.
Parasites & Vectors, 2(Suppl 1), S1. doi:10.1186/1756-3305-2-s1-s1

*Especies de Lutzomyia sospechosas de estar involucradas en la transmision de

Leishmania spp. a perros en Sudameérica.

2.2.4. Diagnostico

Las pruebas de laboratorio para el diagnostico de la leishmaniasis canina han sido

estudiadas ampliamente por todo el mundo, pero la mayoria de los estudios se centran en

la forma visceral y pocos abarcan la leishmaniasis cutanea y mucocutanea. Ademas, estas

pruebas varian en sensibilidad, especificidad y eficacia entre los distintos paises (Trevisan
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et al., 2015). En Europa, el diagnostico esta basado en un conjunto de criterios, que
incluyen la presencia de signos clinicos, anomalias clinico-patoldgicas y evidencia de
infeccion; siendo asi, que cuando se sospecha que un perro tiene leishmaniasis, este debe
ser sometido a un panel de exdmenes de laboratorio: examen citologico de frotis (tincidn
Giemsa) de diferentes muestras (lesiones cutaneas, ganglios linfaticos, médula 6sea y
bazo), pruebas seroldgicas y ensayos moleculares. Esto difiere de los procedimientos
realizados por la mayoria de los veterinarios de América del Sur, probablemente porque
los propietarios que viven en areas rurales alejadas no pueden pagar los servicios
veterinarios, por la escasa disponibilidad de herramientas de diagndstico molecular y la

falta de guias practicas para el manejo de la enfermedad (Dantas-Torres, 2012).

Las pruebas diagndsticas recomendadas son las clinicas, parasitoldgicas
(recoleccidn directa del material de la lesion), inmunoldgicas (pruebas de anticuerpos,
antigenos o respuesta inmune celular) y moleculares (Trevisan et al., 2015). El
diagndstico parasitolégico es necesario para la confirmacién de la leishmaniasis
tegumentaria (mediante el raspado o la aspiracion con aguja del borde de las Ulceras),
pues el examen clinico ni la serologia son suficientes. Los frotis de biopsias lesionales se
tifien con soluciéon Giemsa y se examinan microscépicamente de 600 a 1000 aumentos
para ver los amastigotes. Las muestras obtenidas del raspado o aspirado también deben
cultivarse en medios adecuados a una temperatura de 22 a 26 ° C para la observacion
microscopica de los promastigotes (Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OIE],
2014). Ademas, las muestras de biopsias deben ser homogeneizadas en solucion salina o
en un medio de cultivo en condiciones estériles, lo que hace al procedimiento mas

complejo (OMS, 2010).

La sensibilidad del frotis tiene un amplio rango de variacion y ha sido reportado
en estudios de leishmaniasis humana. Se ha documentado que que va del 15 al 70%,
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dependiendo de diversos factores, mientras que su especificidad es cercana al 100%.
Similar a ello, la sensibilidad del cultivo en los medios tradicionales como el agar sangre
NNN y el medio de Drosophila de Schneider puede variar del 40 a 75%, y su especificidad
es casi completa (Gomes et al., 2014). En sintesis, el diagndstico parasitologico es el
método mas fiable por su elevada especificidad y bajo costo; sin embargo, la sensibilidad
estd condicionada por factores como la localizacion geografica, toma de muestra, tipo de
muestra, fase de la enfermedad, especie y carga parasitaria (Saridomichelakis et al., 2005;

Moreira et al., 2007; Manna et al., 2009).

Las pruebas seroldgicas son frecuentemente usadas para mejorar la sensibilidad
de las pruebas parasitoldgicas para la deteccion de casos sintomaticos que resultaron
falsos negativos, diagnosticar infeccion y exposicion (Saridomichelakis, 2009). Aunque,
estas pruebas generalmente son menos eficaces cuando son usadas para el diagnostico de
la leishmaniasis cutdnea y mucocutanea (OMS; OIE, 2014), y su uso como herramienta
valida depende de los protocolos y de nuevas adaptaciones. Como ejemplos se tienen al
ensayo por inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA) y al Western blot, técnicas muy
reportadas y usadas simultdneamente para la evaluacion de sensibilidad. Longoni et al.
(2011) utilizaron las fracciones antigénicas de Fe-SODe (superdxido de hierro dismutasa)
y H (extracto total de cultivo de Leishmania) para la reaccion del ELISA y Western blot.
Estas fracciones provenian de cultivos de L. mexicana, L. braziliensis y L. panamensis
purificados. El 2.8% (4/70) de perros fueron positivos en la fraccion H de ELISA, uno
positivo a L. mexicana y 3 a L. braziliensis. La fraccion ELISA de Fe-SODe fue positiva
en 37 animales (25.9%), identificando principalmente L. mexicana y L. braziliensis, y
solo una pequefia cantidad de L. panamensis. En este estudio también se uso la fraccion

de Fe-SODe para la evaluacion de la presencia de anticuerpos por Western blot, y se
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obtuvo 33 (47.1%) resultados positivos para L. mexicana y 30 (42.9%) para L. braziliensis

(Longoni et al., 2011).

Asimismo, en un estudio realizado por Lopez-Céspedes et al. (2012), en el que
también utilizaron las fracciones de H y Fe-SODe en cultivos de L. mexicana, L.
braziliensis y ademaés L. infantum para pruebas de ELISA y Western Blot; el ELISA-H
tuvo una baja sensibilidad, y Fe-SODe-ELISA y Western blot Fe-SODe fueron mas
sensibles a todas las especies investigadas. La positividad para L. braziliensis fue 7.5%,

un 20.6% para L. mexicana y 6.1% para L. infantum (Lopez-Céspedes 2012).

La Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) es una técnica muy usada por su sencilla
realizacion. Aungue es especifica para el genero, se han reportado reacciones cruzadas
significativas en individuos infectados con Trypanosoma cruzi y falsos negativos (Silva
et al., 2011; Alves et al., 2012). En estos casos se recomiendan las pruebas de antigenos
especificos de Leishmania recombinantes (OIE, 2014). En Brasil y México, las pruebas
mas utilizadas para el diagnéstico de la leishmaniasis cutanea canina son el examen
directo de la lesion cutanea, IFI, ELISA, Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR) y
cultivo; y. de estos, las pruebas de IFI y ELISA obtuvieron mayor reactividad cuando se

utilizé sangre animal, y se consideran los mas sensibles (Trevisan et al., 2015).

La PCR es una técnica molecular que es mas sensible que otros métodos
diagndsticos (De Brujin et al., 1993). Los metodos en tiempo real permiten el monitoreo
continuo de la acumulacion de productos durante la amplificacion y su principal funcion
es evaluar la cinética de la infeccion y monitorear la respuesta terapéutica. Ademas, puede
ser méas sensibles que la PCR convencional y también puede usarse en muestras bioldgicas
menos invasivas como la sangre periférica (OIE, 2014). Sin embargo, algunos

investigadores refieren que el uso de este diagnostico en la leishmaniasis tegumentaria
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canina no siempre otorga resultados consistentes, debido a los escasos materiales tisulares
que podrian dar resultados positivos a PCR, ademas que se ha reportado diferencias en el
diagnostico de tejidos del mismo perro (Reithinger et al., 2000; 2002), asi como

resultados negativos de todas las muestras de sangre de los animales (Calzada et al, 2015).

Para concluir, segun las investigaciones en leishmaniasis tegumentaria canina (y
felina), los métodos de diagndstico més utilizados son IFI, ELISA, PCR, las pruebas
directas de la lesion y Western blot. Este Gltimo, al realizarse a partir de la fraccion
purificada de Fe-SODe, ha mostrado alta sensibilidad, especificidad y eficacia. Las
evidencias sugieren que se utilice mas de una técnica para la deteccion de la leishmaniasis

y que se use la técnica Western blot con fraccion de Fe-SODe (Trevisan et al., 2015).

2.2.5. Tratamiento

La mejoria depende de factores como la condicion inicial, carga parasitaria y la
respuesta al tratamiento, e incluso la cura de la lesién puede ser espontanea (Dantas-
Torres et al, 2011). Las terapias derivan de ensayos clinicos en perros infectados con L.
infantum. EIl antimoniato de meglumina, usado tradicionalmente en humanos, tiene un
buen efecto en el tratamiento de la leishmaniasis canina (Vélez, Carrillo, Lopez,
Rodriguez, y Robledo, 2012); sin embargo, su uso en perros no estd aprobado por
referentes como la FDA (Food and Drug Administration) ni por el gobierno de Brasil; y
este Gltimo prohibe cualquier farmaco de uso humano (Oliva et al., 2010; Dantas-Torres

etal., 2011).

El alopurinol es la primera linea de eleccién en el tratamiento a largo plazo, y es
el dnico farmaco recomendado por la OMS. Cuando se incorporan amastigotes
intracelulares, la droga se transforma en un compuesto toxico que los elimina (Oliva et

al., 2010). Se ha observado su efecto potenciado en la administracion oral de 10 mg/Kg
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cada 12 horas durante seis meses junto al antimoniato de meglumina a 100 mg/Kg via
subcutanea, una vez al dia durante un mes. Esto depende del estadio de la enfermedad,
tolerancia individual y la resistencia al tratamiento. También debe monitorearse efectos

adversos como urolitiasis y nefrotoxicidad (Ribeiro et al., 2018).

El tratamiento con miltefosina (Milteforan ™) fue aprobado por el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento (MAPA) de Brasil en el 2016, una década
después de haberse aprobado su uso en Europa (MAPA, 2016). Aun asi, el antimoniato
de meglumina junto con alopurinol sigue siendo mas efectivo que el tratamiento de

miltefosina junto con alopurinol (Manna et al., 2015).

Es posible la cura parasitologica mediante una terapia antimoniato de meglumina
encapsulada en liposomas y alopurinol (da Silva et al., 2012). La dosis recomendada es
de 0,5 mg / kg cada 24 horas durante 30 dias, en mayor actividad vectorial (en paises
donde la actividad de vectores es estacional) (Lacomble et al., 2009; Sunter y Gull, 2016);
pero en paises tropicales donde esta es permanente, se requiere evaluar un tratamiento
preventivo (Acero, Angel, Fonseca, Ferrer, y Roura, 2015). Dado este caso, se report6 en
un area de elevada seroprevalencia de leishmaniasis canina de Espafia, que la terapia
inmunomoduladora con domperidona puede mejorar la defensa innata al activar los
fagocitos y potenciando la destruccion intracelular de los paréasitos. Se logré una tasa de

prevencion del 80% en el primer afio (Sabaté, Llinds, Homedes, Sust, y Ferrer, 2014).

También se han realizado investigaciones en el tratamiento de la forma
tegumentaria, como la administracion local de farmacos. En un estudio en el que se aplico
un farmaco de uso humano en una terapia intralesional de antimoniato de meglumina
(Glucantime®) a una dosis de 85 mg a perros infectados naturalmente con Leishmania

(V.) braziliensis, se evidencio6 la cura completa de las lesiones en el 86.6% de los animales
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(Barbosa-Santos et al., 1998). En el 2006, Travi et al. reportaron una investigacion sobre
el uso del mismo farmaco en perros infectados con Leishmania (V.) braziliensis mediante
una sola inyeccion peri y sub lesional de 1 a 2 ml y obtuvieron la curacién clinica a las 6
semanas del tratamiento. Se han observado resultados positivos con la terapia de calor
inducido por radiofrecuencia (RFH), en la que se reportd que la aplicacion durante 3
segundos de RFH bajo anestesia local es segura y suficiente para producir la cura clinica
de la leishmaniasis cutanea dentro de 45 dias, asi como la resolucion de la lesion. Ahuja
et al. (2012) recomiendan esta terapia no farmacoldgica por su seguridad, corto tiempo
de realizacion y su efecto a largo plazo. Recientemente en Brasil, una terapia de
furazolidona alternada con domperidona ha mostrado efectividad para desarrolla
epitelizacion y cura de las heridas en perros con signos clinicos de leishmaniasis
tegumentaria por L. (V.) braziliensis (Passos, Rodrigues, Madureira, Giunchetti y Zanini,

2014).

2.2.6. Control y Prevencion

Las medidas de control y prevencion son las mismas aplicadas en la leishmaniasis
visceral canina, y las investigaciones conllevan a que su control es dificultoso debido a
su complejo ciclo de transmision, en donde participan vectores con biologia y ecologia
complejas. A diferencia de los mosquitos, los flebotominos se reproducen en zonas
distribuidas uniformemente de alta humedad (raices de arboles, cavidades de roca,
troncos de arboles y grietas himedas en el suelo), con lo cual no es posible el control

(Dantas-Torres, 2012).

El sacrificio de perros seropositivos ha sido una medida de control muy usada
principalmente en la leishmaniasis visceral canina; sin embargo, no es ético y, sobre todo,
diferentes estudios no han demostrado una reduccion en la incidencia de la leishmaniasis

visceral humana (Romero y Boelaert, 2010); ademas aquellos paises en donde se ha
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implementado esta medida dentro de los programas nacionales para el control de la
leishmaniasis visceral, han fracasado (Ribeiro et al., 2018). En cambio, el tratamiento
podria ser conveniente para reducir la posible capacidad de reservorio del perro, lo cual
lleva a la hipotesis de que, si los caninos son fuentes eficientes de Leishmania para los
vectores, el tratamiento de las lesiones cutaneas podria llegar a ser en un método
razonable para disminuir el riesgo de la leishmaniasis humana en el entorno

peridoméstico sin sacrificar perros infectados (Travi et al., 2006).

Las medidas profilacticas frecuentemente usadas consisten en el uso de repelentes
que contienen piretroides sintéticos (deltametrina, permetrina o flumetrina) solos o en
combinacién con otros insecticidas, que muestran un efecto sinérgico. El efecto de
proteccion contra los flebotominos después de su uso puede variar de 2 a 4 semanas en
formulaciones puntuales y de 4 a 8 meses en collares de polivinilcloruro (PVC)
impregnados (Scalibor® y Seresto®), para su uso en perros infectados y no infectados

(Ribeiro et al., 2018).

Por otro lado, es de suma importancia el control fronterizo tanto en paises libre de
la enfermedad como en aquellos que presentan solo la forma tegumentaria. En Lima
(Per0) se reportd un caso de leishmaniasis visceral canina importado desde Espafia (Vega
et al., 2014), y aunque los resultados fueron informados por SENASA a la Organizacién
Panamericana de la Salud y al Ministerio de Salud del Perd, el descarte de leishmaniasis
sigue sin estar incluido dentro de los requisitos del SENASA para la importacion de
animales. Mientras que, en Uruguay, pais libre de leishmaniasis, , se establecié como
requisito para el ingreso de canes que conste que el/ los animales sean negativos a la
prueba de deteccién inmunitaria a leishmaniasis, realizada dentro de los 60 (sesenta) dias

previos al ingreso al pais (Resolucion GMC Mercosur N° 17/15, 2017).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Localizacion

El estudio se llevo a cabo en localidades endémicas de leishmaniasis de la provincia
de La Convencion (12°51'48"S 72°41'35"0) (Figura 1), en los centros poblados de
Kiteni y sus comunidades cercanas (Figura 2) e Ivochote (Figura 3), ubicados en el
distrito de Echarati, de la Micro Red de salud de Kiteni; y en el centro poblado de
Kquelccaybamba y comunidades adyacentes, ubicados en el distrito de Ocobamba
(Figura 4). Echarati tiene una altitud media de 1162 m.s.n.m con una superficie de
19135,5 Km?. La Micro Red de Salud de Kiteni esta ubicado en la region natural Ceja
de selva, caracterizado por un clima tropical himedo, con una precipitacion anual media
que fluctda entre los 2100 y 2600 mm. Kiteni poblado se encuentra a una altitud
aproximada de 605 m.s.n.m e Ivochote poblado a una altitud aproximada de 517

m.s.n.m. El distrito de Ocobamba tiene una altitud media de 1543 m.s.n.m y abarca una
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superficie de 840,93 Km? Esta ubicado en Ceja de selva. El centro poblado de

Kquelccaybamba es la capital y se encuentra a una altitud aproximada de 1479 m.s.n.m.

Figura 1. Provincia de La Convencion

Nota: Fuente: Harry AC. Pinterest. Recuperado de:
https://www.pinterest.com/pin/124552745929861163

Zona de estudio (estrella)
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Figura 4. Centro Poblado Kquelccaybamba, distrito de Ocabamba
Nota: Fuente: INEI. Sistema de Consulta de Centros Poblados

3.2. Poblacion y muestra

La poblacion de estudio fueron los caninos domésticos con o sin lesiones sugerentes
de leishmaniasis, que vivian en zonas endémicas de leishmaniasis humana en la provincia
de La Convencion durante los afios 2015 al 2017. Dentro de la zona de estudio se ha
reportado Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (Viannia) peruviana como
especies predominantes que infectan a humanos (Aguilar, 2014). Hasta el momento no se
cuenta con una estimacion adecuada de poblacion canina que permita utilizar los
porcentajes de cobertura de vacunacion de manera confiable para ser aplicados y tomados

de referencia para el calculo de tamafio de muestra (CDC-Peru, 2018b). Debido a ello, en
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este estudio se realizd un muestreo no probabilistico por conveniencia, tomando como
referencia las zonas reportadas de leishmaniasis humana por los establecimientos de

salud.

Participaron del estudio 46 caninos domeésticos de ambos sexos equitativamente y el
grupo etario predominante fue el juvenil. La mayoria de ellos pertenecio al distrito de
Echarati. Del total de perros, 15 presentaron lesiones cutaneas y/o mucosas activas y/o

cicatrizadas. Las zonas afectadas fueron nariz, boca, escroto y otras no usuales (Tabla 3).

3.3. Disefio de estudio

El disefio de estudio es exploratorio, transversal y observacional. No se considerd
edad minima o maxima. Se estratifico en tres grupos etarios: < 2 afios, 3-7 aflos y > a 8
afios; de acuerdo a los criterios de posible exposicion y a la clasificacion de edad segln
al probable riesgo reportado en la leishmaniasis visceral canina (Abranches et al., 1991;
Cardoso et al., 2004; Mahshid et al., 2013; Sabzevari et al., 2016; Zivi¢njak et al., 2005).
Los criterios de exclusion fueron individuos clasificados referencialmente (mediante
exploracién fisica e historia clinica) como ASA 3 (American Society of
Anesthesiologists) en adelante y hembras gestantes o nerviosas/agresivas (no se aplica
sedacién). Se realiz6 el andlisis estadistico mediante la prueba de Chi Cuadrado y cuando
no cumplio con los supuestos se usO la Prueba Exacta de Fisher. Se evaluaron las
asociaciones entre la variable presencia de Leishmania (V) sp. y grupo etario, sexo, lugar
que frecuenta y leishmaniasis humana. Alternativamente, se asocio la variable presencia
de lesion con las mismas variables de exposicion. Para el reporte de frecuencias, se
incluyeron también la localizacion de la lesion y el distrito de procedencia. Los analisis

se realizaron usando el software estadistico STATA 12.
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Tabla 3.

Caracteristicas de los caninos domésticos muestreados (n=46)

Caracteristicas n (%)
Lesion

No 31(67.4)

Si 15 (32.6)
Localizacion de lesion

Sin lesion 31 (67.4)

Nariz/labio 10 (21.7)

Escroto 1(2.2)

Otro 3 (6.5)

Més de una zona 1(2.2)
Sexo

Hembra 23 (50)

Macho 23 (50)
Grupo etario

< 2 afios 24 (52.2)

3-7 afios 14 (30.4)

> 8 afos 8 (17.4)
Lugar que frecuenta

Casa 17 (37)

Calle 3(6.5)

Chacra 21(45.6)

Otro 5(10.9)
Distrito

Echarati 37 (80.4)

Ocobamba 9 (19.6)

3.4. Recoleccion de muestras y procesamiento

Previo a la toma de muestra, se solicitd el consentimiento informado del propietario
0 persona encargada del canino (Anexo 1). Luego se procedié a completar la ficha clinica
epidemioldgica con los datos del animal (Anexo 2) obtenidos por examen fisico y un
breve cuestionario al propietario o encargado. Se sedaron a los animales con lesiones

activas, y a aquellos que fueron de dificultoso manejo para la toma de muestra, tomando
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como referencia sus datos clinicos para la dosificacion de los farmacos. Se aplico xilacina
al 2% sola o adicionada a tramadol para la sedacion mediante via intramuscular, y

anestesia local con lidocaina al 2% en el area circundante a la lesion.

Una vez que los animales mostraron los efectos de la sedacion, fueron aproximados
aun espacio ambientado para la toma de muestra con un mechero cercano a los materiales
de recoleccion y almacenamiento. Se limpiaron las lesiones con solucion salina
fisiologica, posteriormente se aplicé la anestesia local y se tomaron muestras de raspado,
biopsia y/o aspirado de cada lesion activa (Anexo 3). Primero se recolectaron muestras
para el cultivo en dos medios de agar sangre y un medio para Drosophila de Schneider.
Se tomaron los mismos tipos de muestras para el respectivo frotis en laminas portaobjeto.
Se recolectd aproximadamente 5 mL de sangre entera en tubos estériles, obtenida
mediante la puncion venosa de la vena cefélica. Todas las muestras se almacenaron

temporalmente en contenedores térmicos de plastico con paquetes de hielo reutilizables.

El procesamiento de las muestras fue realizado en el Instituto Universitario de
Enfermedades Tropicales y Biomedicina del Cusco (IUTBC) de la Universidad Nacional
San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), siguiendo la norma técnica de diagndstico y
tratamiento de la leishmaniosis en el Perd (MINSA) para el diagnostico de leishmaniasis
por diagnoéstico parasitologico. Para el diagndstico parasitoldgico por frotis, primero se
fijo el material recolectado con alcohol metilico durante 3 minutos. Se realiz6 la tincién
con solucién de trabajo Giemsa durante 30 minutos y luego se descarto el colorante y se
lavaron las ldminas con agua corriente. Luego se dejaron secar al medio ambiente y se
procedio a leer las ldminas con el objetivo 40X para la localizacion de los paréasitos. Se
observo con el objetivo 100X, con aceite de inmersion, para la visualizacién y
determinacion de Leishmania. Los tubos de cultivo fueron almacenados en una estufa a
un rango de temperatura de 24 - 25 °C y revisados semanalmente para buscar amastigotes
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con el objetivo 40X, hasta la cuarta semana. Los sueros fueron congelados y almacenados

para estudios futuros.

Recoleccion de muestra

Biopsia y raspado (triturar y diluir), asipirado Aspirado, biopsia, raspado

NS

Tipo de técnica diagndstica

Cultivo Tincion Giemsa del frotis

NS

Procesamiento

Diluir muestra en SS*, cultivar y almacenar
a 24- 25 °C

Frotis en lamina, fijacion, lavado y tincion

NS

Lectura microscépica

Buscar amastigotes 100 X (aceite de

Buscar promastigotes 40 X inmersion)

Figura 5. Flujograma de recoleccién y procesamiento de muestras.

Nota: Fuente: Elaboracién propia
SS*: Solucion Salina
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IV. RESULTADOS

Se detect6 la presencia de Leishmania (Viannia) spp. en el 19.6 % (9/46) de los caninos
domesticos mediante la técnica de frotis directo de la lesion. El reconocimiento de los
amastigotes y sus estructuras hizo posible el diagndstico (Anexo 4). El 32.6% (15/46) de
animales tuvieron lesiones activas y/o cicatrices sugerentes de leishmaniasis. ElI 60%
(9/15) de los perros con lesiones sospechosas fueron positivos al diagndstico directo por

frotis y ningun medio de cultivo logré aislar al parasito (Tabla 4).
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Tabla 4.
Caninos domésticos de La Convencidon con lesiones sugerentes de LTA, positivos a

Leishmania (Viannia) spp. segun técnica diagnostica (n=15)

Técnica de cultivo

Caracteristicas n°de Técnica de frotis,

de las lesiones  caninos n (%) Agarlz ?(;)r;gre, Drlt\)/ls%?c)lr?i:jaede
Schneider, n (%)
Activa 7 6 (40) 0 (0) 0 (0)
En cicatrizacion 2 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Cicatriz 1 *NR *NR *NR
Activa y Cicatriz 5 3 (20) 0 (0) 0 (0)

Nota: *NR: Diagndstico no realizado debido al grado de cicatrizacion de la lesion.

Las lesiones mas frecuentes se hallaron en la nariz, en donde se observaron en su mayoria
mas de una lesidn (activas y cicatrices) (Figura 6). Un canino macho presentd heridas en
nariz y en el escroto (Anexo 5). Un animal fue afectado en nariz y boca en estado
avanzado hasta perder parte del labio (Anexo 6). Otras zonas afectadas segun el reporte
de los propietarios y a la examinacion preliminar fueron el lomo, la pata (carpo) y la cafia
nasal. La lesibn mas antigua que fue diagnosticada positiva a Leishmania sp. tuvo
aproximadamente 12 meses de enfermedad. Se reportd a un animal con un tiempo lesién

alrededor de los 6 afios (72 meses) (Anexo 7).
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Figura 6. Lesiones mucosas en nariz
Nota: Lesiones ulcerosas, con despigmentacion y queratinizacion, compatibles con

leishmaniasis tegumentaria canina

La variable lugar que frecuenta fue categorizada para el analisis en base a la exposicion
en bosque (chacra o area de abundante vegetacién) y no bosque (casa, otra edificacion o
territorio con escasa 0 nula vegetacion). Se report6 historia de leishmaniasis humana en

el propietario o personas cercanas a los animales, en perros con y sin lesiones (Tabla 6).
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Tabla 5.
Factores asociados a la leishmaniasis tegumentaria americana canina mediante la

técnica diagnostica de frotis lesional (n=46).

Caracteristicas pf))slii?\? OO:]“(S;O) Valor p IPe I;?gzr’]::?;; Valor p
Sexo
Hembra 6 (13) 0.46 8 (17.4) 0.75
Macho 3(6.5) 7(15.2)
Grupo etario
<2 afios 4(8.7) 0.6 5 (10.9) 0.21
3-7 afnos 4 (8.7) 6 (13)
> 8 afos 1(2.2) 4 (8.7)
Total 9 (19.6) 15 (32.6)

Nota: No se encontrd asociacion significativa (p>0.05) entre el sexo o grupo etario, y el
diagndstico de Leishmania (Viannia) spp., ni asociacion con la presencia de lesion

Tabla 6.
Factores asociados a la leishmaniasis tegumentaria americana canina mediante la

técnica diagnostica de frotis lesional (n=46). Variables asociadas

Caracteristicas p(?sliilg/r;c’)sr;“(c;) Valor E;egf]r’]:a(‘;; Valor p
Lugar que frecuenta

No bosque 1(2.2) 0.24 2(4.3) 0.09

Bosque 8 (17.4) 13(28.3)  0.051 (1-t)*
Leishmaniasis humana

No 2 (4.3) 0.14 4(8.7) 0.06

Si 7(15.2) 0.09 (1-t)* 11 (23.9) 0.045 (1-t)*
Total 9 (19.6) 15 (32.6)

Nota: * Prueba de hipétesis de una cola (1-t)

No se encontro asociacion (p>0.05) entre la presencia de Leishmania (Viannia) spp. y las

variables de exposicion. Ademas, se tomo la variable presencia de lesion como desenlace
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de interés para evaluar la asociacion; dicho analisis mostré una asociacion marginal
(p=0.051) entre la presencia de lesion y el lugar que frecuenta el animal, en la hipotesis
de una cola mediante la prueba exacta de Fisher. Asimismo, se determind la asociacién
entre la presencia de lesion y la leishmaniasis humana (p<0.05), mediante el mismo

analisis estadistico en hipotesis de una cola (Tabla 5 y Tabla 6)
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V. DISCUSION

Esta investigacion determind la presencia de Leishmania (Viannia) spp. en caninos
domésticos de La Convencion, siendo el primer reporte en la region. La presencia del
protozoario concuerda con los hallazgos previos en zonas endémicas de leishmaniasis
humana en Huanuco y Ancash (Reithinger et al., 2003a; Medina et al., 2002), en donde
se reportaron perros con lesiones activas y cicatrizadas sugerentes de leishmaniasis; estos
fueron diagnosticados mediante cultivo, frotis, intradermorreaccion,

inmunofluorescencia y reaccion de cadena de polimerasa.

El 64.3% (9/14) de los perros a los que se les realizo el diagndstico parasitologico fueron
positivos al examen de frotis de las lesiones, lo cual coincide con lo reportado por
Reithinger et al. (2003a) con 85% de casos positivos, mediante la técnica de frotis de
biopsias de las lesiones activas. Por otro lado, en un estudio observacional de
leishmaniasis humana en Pakistan, Bari y Rahman (2006) reportaron un 60% de pacientes

positivos mediante frotis de las lesiones, en donde los individuos manifestaron heridas
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hasta de 12 semanas de antigiiedad. Por lo que, los autores sugieren que en zonas
endémicas es posible detectar un porcentaje elevado de personas afectadas positivas a

Leishmania sp. mediante el examen directo del frotis de la lesion.

El diagndstico por cultivo resultd negativo en todos los perros evaluados, posiblemente
por las condiciones poco asépticas en las que se tomaron la mayoria de las muestras
(exposicion al ambiente, al nivel del suelo, elevada humedad); ademas, el material dentro
del tubo de cultivo permanecid a bajas temperaturas (5 - 7 °C) de 2 a 6 dias, antes de ser
incubadora, condicion que puede afectar la supervivencia; esto concuerda con la
experiencia de Nejjar et al. (2000), quienes sugieren que el resultado negativo de todos
los cultivos pudo estar relacionada con la baja carga parasitaria, a la contaminacion
microbioldgica en los medios de aislamiento, la contaminacion durante la toma de
muestra, el transporte de las muestras a temperaturas adecuadas, entre otras (Kawamura

et al 2010).

Las técnicas parasitologicas realizadas en esta investigacion son reconocidas por tener
una alta especificidad (OIE, 2014); sin embargo, la sensibilidad suele ser baja, debido a
maultiples factores como la localizacion geogréafica, toma de muestra, tipo de muestra, fase
de la enfermedad, especie y/o carga parasitaria (Saridomichelakis et al., 2005; Moreira et
al., 2007; Manna et al., 2009). Por lo que para detectar la infeccion verdadera en los falsos
negativos, se usa simultaneamente una prueba “gold standard” como la amplificacion del
ADN mediante PCR. No obstante, esta prueba molecular parece no ser plausible en la
leishmaniasis tegumentaria canina, debido a las limitadas areas de tejido afectado donde
se puede esperar resultados positivos; ademas, se han observado diferencias en el

diagnostico de tejidos del mismo perro (Reithinger et al., 2000, 2002).
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Esto sucede también al colectar sangre como material de diagnostico, en donde se han
notificado resultados negativos de todas las muestras (Calzada et al., 2015). Por lo que,
dependiendo del punto de vista del investigador, el uso de PCR es indispensable o no,
frente a pruebas con mayores limitaciones como IFI (Garcia et al., 2006). Sin embargo,
pese a los inconvenientes, las técnicas parasitoldgicas son indispensables y pueden ser
suficientes para el diagnostico de leishmaniasis en zonas endémicas debido su bajo costo

y facil realizacion (Bari y Rahman, 2006).

Los métodos serologicos son ampliamente usados para complementar el diagnostico, no
solo para mejorar la sensibilidad en la deteccion de casos sintomaticos, sino también para
detectar la infeccion y la exposicion (Saridomichelakis, 2009). Estas pruebas tienen
menor valor cuando se usan en el diagnostico de la leishmaniasis cutanea y mucocutanea
(OIE, WHO), aunque otros estudios han demostrado que al usarse antigenos altamente
especificos como el Fe-SODe en métodos como el ELISA, se obtienen resultados

prometedores (Lopez, 2013).

En este contexto, si bien la serologia seria Gtil como una herramienta complementaria que
detectaria a los falsos negativos y los casos asintomaticos, es probable que tenga una
menor validez en estudios transversales debido a la alta tasa de recuperacion de los
caninos, como es reportado en Huanuco por Reithinger et al. (2003a); por otro lado, los
resultados serolégicos falsos negativos debido a la recuperacién no siempre son
considerados, tal es el caso de un estudio realizado en Panama, en el que el modelo usado
para el andlisis de infeccion no incluyd una posible recuperacion debido a que sugieren
que la mortalidad es un proceso mas importante (Calzada et al., 2015). En la presente
investigacion no se realizaron metodologias complementarias, pero se conservaron las

muestras tisulares y el suero de los animales para estudios posteriores.
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A pesar de que el diagnostico parasitoldgico fue realizado solo a los perros con lesiones,
es posible detectar la presencia de Leishmania sp. en piel sana de animales. Esto ha sido
reportado en animales de zonas notificadas de leishmaniasis humana causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis, donde se detecto el parasito en piel sana y otros
organos de perros que previamente fueron positivos a lesiones cutaneas en el diagnostico

molecular (Marquez, 2017).

Se encontr6 una asociacion significativa (p>0.05) entre la presencia de lesiones
sugerentes de leishmaniasis canina y el reporte de leishmaniasis en su propietario.
Mientras que la mayoria de los estudios evallan la presencia de leishmaniasis canina
como factor de riesgo de leishmaniasis humana, es posible que la transmisién pueda ser
inversa o que la exposicion sea similar tanto en humanos como en perros, por lo que
incriminarlos como reservorios peridomésticos requiere de estudios epidemiol6gicos que

incluyan a los reservorios silvestres (Baneth et al., 2014; Roque, 2014).

Durante el estudio, los duefios reportaron que fueron advertidos sobre el riesgo de la
transmision por intermedio de los perros, por lo que algunos optaron por sacrificarlos y
otros por tratar sus lesiones con métodos cauterizantes como soluciones guelantes, aceite
guemado, acido de bateria, entre otros. Sin embargo, ninguno de estos métodos es
conveniente debido a que los perros sacrificados son reemplazados por mas jovenes
quienes tienen el mismo riesgo de contagio, mientras que los tratamientos aplicados se
limitan a la cicatrizacion de la lesién, mas no a la cura (Nunes et al., 2008). La mejor
forma de controlar y prevenir la leishmaniasis tegumentaria canina es el tratamiento y el
uso de collarines con repelentes; y de esta manera, si el perro es un potencial reservorio
gue mantiene la enfermedad en el &rea peridoméstica, es posible reducir el riesgo de la
enfermedad humana (Travi et al., 2006). Pese a ello, estas medidas dependen de los planes

nacionales de cada gobierno y de la difusion de la aprobacidn de estos métodos.
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Se reportd una asociacién marginal (p = 0.051) entre la presencia de lesiones sugerentes
de leishmaniasis canina y el lugar que frecuentaban los caninos (bosque y no bosque), lo
cual es compatible con la revision sistematica y metaandlisis de Silva et al. (2013),
quienes reportan que una tasa elevada de infeccion por Leishmania infantum esté asociada
al acceso de los caninos a las areas verdes, y/o al no confinamiento en el hogar; lo cual

indica que tales caracteristicas otorgan una mayor exposicion al vector,

En este estudio no se realiz6 un muestreo probabilistico, lo que implica un fuerte sesgo
de seleccidn, por tanto, la evaluacién de los factores asociados no puede ser extrapolada.
Por otro lado, la participacion de los propietarios en el estudio es aleatoria, lo que le da
una relativa representatividad a la muestra para considerar los resultados como
caracteristicos de la zona de estudio. Otra limitacion, fue la dificultad en la toma de
muestra que se realizé mayoritariamente en la intemperie, siendo intra o extra domiciliaria
en zonas urbanas y rurales (Anexo 3), resultando todos los cultivos negativos. Sin
embargo, la metodologia fue lo suficientemente sustentable dado que fue aplicada en un
estudio observacional descriptivo. Esta investigacion demand6 una considerable
busqueda de los caninos, ya que, al no tener una estimacion de la poblacion y distribucion
canina, su reclutamiento fue laborioso y tom6 mucho tiempo a pesar de que se realizaron
avisos radiales y difusiones en los establecimientos de salud. A esto, se le puede sumar
que las horas en las que se realiz6 el muestreo fueron dentro de la jornada laboral de la
mayoria de los propietarios, quienes debian de estar presentes para el consentimiento del

estudio.

Finalmente, las variables evaluadas podrian simplificar la complejidad de la transmision,
factores de riesgo y ciclo de la enfermedad, por ello es necesario estudios de mayor escala
que incluyan mejores criterios epidemioldgicos que puedan aplicarse para el estudio de

la leishmaniasis tegumentaria americana canina segun cada contexto

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

V1. CONCLUSIONES

Durante el periodo 2015-2017 se determind la presencia de Leishmania (Viannia) spp. en
caninos domésticos de zonas endémicas de leishmaniasis humana de la provincia de La

Convencion, Cusco.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios transversales (bajo costo y menor tiempo de aplicacion) con
cuestionarios validados que incluyan maultiples variables de exposicion que
afectan directamente a los animales y previamente reportadas por la literatura, y
de exposicién ambiental que los caninos comparten con sus propietarios (tipo de
zona, distancia a areas de vegetacion, etc.)

e La vigilancia de los canes con lesiones sugerentes de leishmaniasis seria una
estrategia de bajo costo y muy factible dado que es posible asignarles un rol de
centinela debido a que las lesiones de los perros suelen ser mas evidentes que las
manifestada en humanos por estar plenamente expuestas. Ademas, tendria una
doble funcién de vigilancia en zonas endemicas de bartonelosis, enfermedad
transmitida por el mismo vector.

e Debido a la continua urbanizacion que consecuentemente dard lugar al
establecimiento de la profesién veterinaria, se necesitara la aprobacion de

farmacos para la aplicacion en la leishmaniasis tegumentaria canina, sin descartar
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el probable ingreso de la leishmaniasis visceral de la cual se necesita estar
preparado.

e Ante esta situacion inevitable que requiere de una preparacion a largo plazo, se
recomienda reforzar los requisitos de importacién de animales, y la educacion
sanitaria centrada en la tenencia responsable de animales quienes cumplen con un
papel en la epidemiologia de muchas de las enfermedades endémicas.

e Estas recomendaciones se dirigen principalmente a las entidades de salud, que,
por evidencia suficiente del impacto de las enfermedades emergentes, se requiere
del reforzamiento interdisciplinario como la inclusion de los profesionales
veterinarios en la salud publica con enfoque en enfermedades tropicales

desatendidas y zoondticas.
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Anexo 1.

Ficha de consentimiento informado

Cl Em‘.m L A IUETBC- FICHA DE CONSENTIMIENTO

RS UNSAAC INFORMADO Anexo 1

Investigacion de leishmaniosis en animales

Este formulario de Consentimiento informado, se dirige a propietarios o responsables de animales con lesiones
sugerentes de leishmaniosis o uta canina, se les invita a participar de la investigacién que lleva como titulo “Determinacion
de presencia de leishmaniosis o uta, en perros en la provincia de La Convencion, departamento del Cusco”, por parte de
la investigadora Alejandra Esther Troncos Villanueva, Bachiller en Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Cientifica del Sur.

£ Qué se realizara? Se le pondra anestesia (estara relajado, adormitado y no sentira dolor) mediante una inyeccion en el
lomo del animal y una inyeccion en la (s) heridas (s) cutaneas, se limpiara la lesion y si tiene costra sera retirada. También
se le sacara sangre.

Duracion. El procedimiento tendra una duracion de 20 a 30 minutos.
Muestras. Se le tomaran muestras de las hendas y sangre del brazo.

Riesgos. Los riesgos son minimos, en caso de no poder manejar a los animales, se pedira ayuda al duefio para la toma
de muestra.

Resultados. Por medio de la Posta de Salud o Centro de Salud se enviaran los resultados en cuanto terminen los analisis.

Confidencialidad
La informacién que usted proporcione sera confidencial, su animal sera identificado con un codigo de estudio que sera
conocido solo por usted y el personal del estudio.

En caso de tener alguna pregunta:

La Bidloga Elsa Gladys Aguilar Ancor, Docente de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco y Directora del Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Biomedicina de Cusco de la
UNSAAC, ubicado en el Pabellén “C"- 223 segundo piso UNSAAC, Avenida La Cultura 733; cuyos nimeros telefanicos
son 984939873, 987102047 y comreo electronico egaa3@hotmail com

Como propietario o responsable, acepto voluntariamente que mi animal pueda participar en esta investigacion y he sido
informado, por cual suscribo mi nombre y mi firma.

Nombre v apellido del propietario DNI y firma del propietario
Firma del investigador encargado Nombre de la persona que obtuvo
de la toma de muestra el consentimiento
Nombre del Testigo Firma del testigo

(en letra imprenta)

Fecha: / /
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Anexo 2.

Ficha clinica de leishmaniosis tegumentaria canina

UWHHLA IUETBC- FICHA CLINICA DE LEISHMANIOSIS Anexo 2
' DELSUR TUNSAAC TEGUMENTARIA CANINA
1. Datos del animal Cédigo
Datos de identificacién Vive en:
() Chacra
Nombre () Casa
Edad () Calle
Raza [ Otros:
Sexo
Propietario
Ubicacion
2. Examen fisico
Datos Valoracién ASA
Peso | Il
C.C
F.C *En base sélo al examen fisico. No se pueden
ER determinar valores superiores.
T.LL.C
Temp.
Mucosas
Observ.

Tipo de lesidn

a) Cutanea (
Ubicacion:
Oreja (
Abdomen  {
Escroto (
Otro:

b) Mucosa (

Ubicacion:
Nariz (
Boca (
Paladar (
Uvula (
Otro:

3. Diagnéstico clinico para leishmaniosis

Caracteristica:

Activa () Cicatriz [ )
Caracteristica:
Activa ( ) Cicatriz ()
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DXL SUR UNSAAC TEGUMENTARIA CANINA
4, Descripcion de la lesion
Area Aparicidén Cicatrizacion
de lesidn Fecha Tamario cm? Fecha Tamanio cm?
o /!
I ',
I I,
I !
L J
5. Antecedentes del propietario del animal
i Tuve usted leishmaniosis (uta)? 51 NO
iHace cuanto tiempo?
éTiene un vecino cercano que tuvo leishmaniosis? 3l NO
6. Tipos de muestra
Area Frotis Cultive PCR Suere
7. Resultados de laboratorio
Examen Fecha Resultade
Frotis
Cultivo
PCR
IFl o ELISA

8. Responsable de la muestra: Firma:

9. Aceptacion del propietario: Firma Huella digital
e \
| |
I |
I |
N !
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Anexo 3.

Toma de muestra posterior a la sedacion
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Anexo 4.

Amastigotes observados mediante la técnica de frotis con tincion Giemsa

Nota: en ambas imagenes se puede observar la presencia de Leishmania sp. de forma
libre (flecha)
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Anexo 5.

Perro con lesiones sugerentes de leishmaniasis en nariz y escroto

Nota: Lesion activa en nariz

Nota: Dos lesiones activas en escroto
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Anexo 6.

Perro con lesién avanzada cicatrizada

Nota: Las lesiones cronicas mucosas no tratadas pueden llevar a la desfiguracion
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Anexo 7.

Descripcion de las lesiones sugerentes de leishmaniasis en perros y diagnéstico por frotis.

Localizacion de N° de

Animal lesion lesiones 'I;ipg}de Tiempo™ (meses)  Frotis
esion

1 Nariz y labio 1 C 72 -
2 Nariz 1 A 12 +
3 Escroto 1 A 1 +
4 Pata izquierda 2 C 12 NR
5 Lomo 10 A/C 4 -
6 Nariz 3 A/C 0.7-24 +
7 Nariz 1 A 1 +
8 Nariz 3 A/C 1-12 +
9 Nariz 3 AIC D +
10 Cana nasal 1 C D -
11 Nariz 3 A 0.7 +
12 Nariz y escroto 212 A, C/IAC 1 -/-
13 Nariz 1 A 2 +
14 Nariz 3 A 1 +
15 Nariz 1 A 1 -

Nota: * Tiempo a la toma de muestra; A: Activa; C: Cicatriz; NR: No realizado; D:

Desconocido
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