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Identificacion de Leishmania spp en caninos de tres
departamentos del centro de Colombiay su
correlacion clinica

Identification of Leishmania spp in canines from three departments
of central Colombia and its clinical correlation
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RESUMEN

Las especies Leishmania infantum 'y L. chagasi se consideran como agentes causales
de leishmaniasis visceral, enfermedad relevante por su zoonosis y gravedad en el huma-
no. Los caninos son los principales reservorios, de alli la necesidad de implementar
diagndsticos precisos para identificar la especie de Leishmania involucrada. El objetivo
del estudio fue realizar un diagndstico molecular de leishmaniasis (PCR convencional y
secuenciacion de Sanger) en 29 muestras de tejidos de caninos clinicamente sospecho-
sos de leishmaniasis, previamente diagnosticados por métodos no moleculares. Se pudo
identificar la presencia del parasito por PCR en 9/29 muestras (L. infantum, n=4; L. chagasi,
n=4; L. braziliensis, n=1), evidenciando un predominio de L. infantum y L. chagasi en
caninos con leishmaniasis cutanea y mucocutanea. E1 PCR permiti6 esclarecer diagnos-
ticos previamente negativos; sin embargo, se encontraron limitaciones, como la ausencia
de ADN de Leishmania spp en algunas muestras y la imposibilidad de obtener muestras
adicionales debido a la inaccesibilidad a los pacientes. A pesar de estas limitaciones, el
estudio resalta la importancia del diagnostico molecular para identificar la especie cau-
sante de leishmaniasis
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The species Leishmania infantum and L. chagasi are considered causal agents of
visceral leishmaniasis, a relevant disease due to its zoonosis and severity in humans.
Canines are the main reservoirs, hence the need to implement precise diagnoses to identify
the Leishmania species involved. The aim of the study was to perform a molecular
diagnosis of leishmaniasis (conventional PCR and Sanger sequencing) in 29 tissue samples
from canines clinically suspected of leishmaniasis, previously diagnosed by non-molecular
methods. The presence of the parasite could be identified by PCR in 9/29 samples (L.
infantum, n=4; L. chagasi, n=4; L. braziliensis, n=1), evidencing a predominance of L.
infantum and L. chagasi in canines with cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis.
The PCR allowed to clarify previously negative diagnoses; however, limitations were
found, such as the absence of Leishmania DNA in some samples and the inability to
obtain additional samples due to inaccessibility to patients. Despite these limitations, the
study highlights the importance of molecular diagnosis to identify the species causing
leishmaniasis.

Keywords: L. infantum, L. braziliensis, conventional PCR, Leishmaniasis, Sanger

sequencing

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una parasitosis zoo-
nética y antroponotica causada por protozoos
del género Leishmania, que, segun criterios
de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), pertenece al grupo de enfermeda-
des desatendidas (Montalvo et al., 2019;
Villarreal et al., 2021), que afectan principal-
mente a paises en regiones tropicales y
subtropicales (Villarreal et al., 2021). Colom-
bia es el segundo pais de Latinoamérica con
mayor prevalencia de leishmaniasis contan-
do con 10 especies patogenas reportadas
(Villarreal et al., 2021) y presencia en 29 de
los 32 departamentos (Manotas et al., 2018;
Rivero et al., 2018; Salgado et al., 2019).

La distribucion del patdogeno involucra
la presencia del vector, estando entre los mas
importantes las especies del género Lutzo-
myia, cuyo habitat varia en alturas entre 392
y 1710 msnm (Acosta et al., 2013; Monte-
negro et al., 2013), y a la amplia variedad de
hospedadores, entre ellos el humano como
huésped incidental (Tello et al., 2019) y hos-

pederos reservorios como roedores (Rattus
rattus, Mus musculus), zorros (Cerdocyon
thous y Lycalopex vetulus), marsupiales
(Didelphis spp) felinos (Felis catus), y ca-
ninos domésticos (Canis familiaris) (Aba-
dias et al., 2021; Ortega, 2021).

A pesar de existir una amplia descrip-
cion de los signos clinicos asociados a la in-
feccion por Leishmania spp, la similitud con
otras patologias ha conllevado a un posible
sub-diagnostico. Asimismo, el empleo de téc-
nicas de diagnéstico como la histopatologia o
el frotis directo en ocasiones arroja falsos
negativos debido a la imposibilidad de eviden-
ciar el parasito en los micro preparados.
Adicionalmente, en casos de presentaciones
subclinicas o ausencia de signos clinicos tipi-
cos, el diagnostico se dificulta alin més, es-
pecialmente en casos donde existe una
coinfeccion con patdégenos como Ehrlichia
spp (Abreo y Diaz, 2022).

El diagnéstico de Leishmania ademas
de micro preparados a partir de las lesiones
para la observacion directa del parasito, se
puede realizar a través de la deteccion de
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anticuerpos séricos (Akhoundi et al., 2017,
Ortega, 2021); sin embargo, se pueden pre-
sentar falsos negativos (Dellarupe et al.,
2023). Por otra parte, el diagnostico molecular
a través de la identificacion del ADN del pa-
réasito, mediante la técnica del PCR, posee
un alto nivel de especificidad y sensibilidad,
que sumada a técnicas de secuenciamiento
permite identificar a nivel de grupo o especie
(Costa et al., 2020).

Los estudios de leishmaniasis canina en
Colombia no son suficientes para determinar
los tipos de presentacion, los signos asocia-
dos y las especies de Leishmania que afec-
tan a esta especie en laregion central y orien-
tal del pais, lo que posiblemente permitiria un
control eficiente al buscar erradicar reser-
vorios de leishmaniasis visceral con eviden-
cia cientifica. Si se conociera las especies
infectantes se podria evaluar la posibilidad de
crear un esquema vacunal para disminuir los
signos la enfermedad (Rodriguez y Olivares,
2019) y se podria iniciar los tratamientos a
caninos domésticos con medicamentos como
antimoniato de meglumine, hoy restringido por
motivos de seguridad nacional.

El objetivo del presente trabajo fue iden-
tificar, mediante PCR y secuenciacion de
Sanger, las especies de Leishmania en mues-
tras recolectadas de casos de leishmaniasis
y comparar los resultados con especies re-
portadas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de Estudio

Se tomaron 29 muestras de tejidos cu-
taneos y mucocutaneos (2x2 mm) provenien-
tes de caninos entre 1 y 8 afios, con signos
compatibles de leishmaniasis, tales como ul-
ceras dérmicas o mucosas, pérdida ponderal
de peso y onicogrifosis, entre otras (Figura 1).
Asimismo, se incluyeron en el estudio mues-
tras positivas para leishmaniasis mediante
métodos no moleculares como el diagndstico
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en frotis directo, inmunocromatografia em-
pleando la tira reactiva K39 para detectar
anticuerpos anti-Leishmania (Kalazar Detect,
lote JL1019; INBIOS, Seattle, WA) ¢
histopatologia de biopsias. En el caso de es-
tas ultimas, se obtuvieron bajo anestesia lo-
cal o general seglin la ubicacion de la lesion.
Las muestras fueron preservadas en etanol
absoluto, transportadas y conservadas a -20 °C
hasta su uso. Los caninos provenian de cuatro
departamentos del pais (Meta, n=8§,
Cundinamarca, n=18, Tolima, n=2 y Quindio,
n=1)y fueron muestreados entre 2017 y 2020,
atendidos por un tinico médico veterinario en
el Centro Canino de la base militar Tolemaida
(Cundinamarca, Colombia).

Extraccion de ADN

El ADN gendémico (ADNg) se extrajo
a partir de 30 mg de cada tejido, previa
homogenizacion mediante el homogenizador
F6/10 Tissue Lyser (Shanghai, China), si-
guiendo los lineamientos descritos por Giraldo-
Martinez et al. (2022). Brevemente, a 300 uL.
del tejido se agrego 600 pL de buffer de lisis
(10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 1 Mm EDTA, pH
8.0; 0.1% (w/v) SDS), y 3 uL de proteinasa
K [20 ng/uL] (Stratec, Alemania) en un vial
de 1.5 mL. Se incub6 a 55 °C durante 3 h,
luego de lo cual se inactivo la actividad
enzimatica a 94 °C durante 1 h. Posterior-
mente, se mezclaron 750 mL del lisado en
una proporcion 1:1 con Fenol-Cloroformo-
Alcohol isoamilico [25:24:1], se centrifugé a
13 500 x g a 4 °C por 10 min, y el
sobrenadante fue transferido a un tubo de 1.5
mL. Se adicion6 cloroformo-alcohol isoamilico
[24:1] en una proporcion 1:1 e incubd a4 °C
por 5 min. Luego, la mezcla se centrifugé a
13500x ga4 °C por 10 min y el sobrenadante
fue transferido a un nuevo tubo vial. Se
afiadieron 20 pL de acetato de sodio 3M y
440 uL de etanol absoluto (-20 °C) e incubd a
-20 °C durante 15 min, seguido de una
centrifugacion a 13 500 x g durante 15 min a
4 °C. El sobrenadante resultante se descartd
y el pellet fue lavado en 1000 pL de etanol al
75% (-20 °C), mediante centrifugacion a
13 500 x g durante 10 min a 4 °C. Finalmente,
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el sobrenadante fue descartado y el pellet
resuspendido en 20 pL de buffer Tris-EDTA
(TE).

La calidad del ADNg extraido se deter-
min6d mediante espectrofotometria (Nano-
Drop One™, Thermo Scientific, EE. UU.).
Todas las muestras evidenciaron valores de
concentracion de ADN >20 ng/uL y propor-
ciones de 260/280 (~1.8) y 260/230 (~2.0)
Optimas para una reaccion de PCR (Sathya-
narayanay Wainman, 2024). Adicionalmente,
se amplifico en cada muestra el gen de la
beta actina (actb) como gen de referencia
usando cebadores especificos (Cuadro 1) con
el fin de corroborar la calidad del ADN (da-
tos no mostrados).

Diagnostico de Leishmania spp median-
te PCR

El diagnéstico de Leishmania spp se lle-
v0 a cabo mediante la amplificacion de un
fragmento del gen /751 (314 pb), y laregion
D del gen Asp70 (379 pb), utilizando
cebadores especificos (Cuadro 1). La PCR
fue llevada a cabo mediante el uso de un
termociclador T-100 (Bio-Rad, EE. UU.),
usando un volumen final de reaccion de 25
iL, compuesto por 14.875 uL de agua destila-
da desionizada (H,0 dd), 5 uL de 5x Colorless
buffer (Promega, EE. UU.), 1 ulde dNTPs a
1.5 mM, 1 pl de cada cebador (forward y
reverse), 1 pl MgCl,, 0.125 ul de GoTaq®
DNA Polymerase (Promega, EE. UU.) y 1

ul de ADNg, con el siguiente perfil térmico:
pre-desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min,
35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30ss,
un anillaje a 55 °C por 30 s y una extension
72 °C por 30 s, seguidos de una extension
final a 72 °C por 5 min. Se empled un control
positivo de L. infantum (MCAN/CN/90/SC)
y como control negativo H,O dd como plan-
tilla.

Los amplicones se revelaron mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa al
2% usando Hydragreen® (ACTGene, EE.
UU.) como intercalante, buffer TBE (Tris
Borato EDTA) 0.5 X y el marcador de peso
molecular de 100 bp (New England BioLabs,
EE. UU.) durante 40 min a 100 voltios (MyGel
mini, Accuris, EE. UU.), y visualizados bajo
luz ultravioleta mediante un documentador de
geles ENDURO GDS™ (Labnet Interna-
tional, EE. UU.).

Analisis Filogenético

Los amplicones del /7S/ fueron
secuenciados por medio de la técnica de
Sanger en Macrogen Inc (Setl, Corea del Sur)
para la identificacion de las especies de
Leishmania spp. Los resultados se sometie-
ron a analisis bioinformatico mediante el soft-
ware Geneious Prime 2023.1.4 (Biomatters,
Nueva Zelanda) y se compararon con lo re-
portado en la base de datos del GenBank
(NCBI, EE. UU.) mediante el uso del pro-
grama BLASTN (v. 2.2.28+). Se construyo

Cuadro 1.  Secuencia de cebadores utilizados para la deteccion de I7S1 y hsp70D de Leishmania spp en muestras
de caninos (Region central de Colombia 2017—-2020)
Gen Secuencia 5°-3° Longitud Tm (°C) %GC Amplicon Referencia
(pb) (pb)
ITS1 F CTGGATCATTTTCCGATG 18 55 40 314 Céspedes et
R TGATACCACTTATCGCACTT 20 55 44.44 al. (2016)
hsp70D F CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGC 22 60.3 63.6 379  Gragaetal.
R GTTCAGCTCCTTGCCGCCGA 20 59.7 654 (2012)
actb F GGCTACAGCTTCACCACCAC 20 60.91 60 497 Ramirez-
R TACTCCTGCTTGCTGATCCACA 22 61.42 50 Alvarado et
al. (2024)
4 Rev Inv Vet Peru 2024; 35(4): €¢26389
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un arbol filogenético usando el método
Neighbor-Joining (NJ), el modelo de distan-
cia genética Tamura-Nei, empleando como
grupo externo la secuencia del /7S] de
Crithidia fasciculata (N.° de acceso del
GenBank HM004585). Las secuencias del
ITS1 de Leishmania spp fueron sometidas
al GenBank para la asignacion de los niime-
ros de acceso.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el 82.7% de los pacientes predomi-
nd la presencia de tlceras en la piel, mientras
que tulceras en mucosas y casos de onico-
grifosis estuvieron presentes en 13.7% de los
pacientes. La uveitis y la pérdida ponderal de
peso se observaron en el 6.8% de los pacien-
tes, mientras que otros signos clinicos tuvie-
ron frecuencias menores (Figura 1). Estos
signos clinicos se han reportado en otros es-
tudios junto con manifestaciones clinicas
como hiperqueratosis, paralisis en tren pélvico,

Secrecién mucosa nasal
Secrecion mucosa ocular
Letargia

Anemia hiporregenerativas
Caquexia

Alopecia descamativa
Onicogrifosis

Uveitis

Anorexia

Hiporexia

Ulvera en mucosas
Pérdida ponderal

Ulcera en piel

linfadenomegalia, mucosas palidas, costras,
eritema o hepatoesplenomegalia (Abreo y
Diaz, 2022; Galan-Relano et al., 2022), las
cuales no fueron evidentes en los pacientes
de este estudio. Estas diferencias pudieron
deberse a que los pacientes del presente es-
tudio recibian revisiones médicas generales
periodicas, y sus cuidadores habrian informa-
do de cambios en la salud de las mascotas.

No se encontraron casos cronicos y las
constantes fisioldgicas no mostraron altera-
ciones significativas. Galan-Relafio et al.,
(2022) describen un estudio para establecer
la validez y utilidad diagndstica del uso de los
signos clinicos y sus combinaciones junto con
el conocimiento de la epidemiologia de la in-
feccion por Leishmania spp en poblaciones
caninas, donde demuestran que la incertidum-
bre en el diagnodstico es mayor en zonas don-
de hay una baja prevalencia o se carece de
estudios de campo, limitando el uso exclusivo
de los signos clinicos para el diagnostico de-
finitivo.

10
Numero de casos

15 20 25

Figura 1. Frecuencia relativa de signos clinicos en pacientes caninos sospechosos de
leishmaniasis. Algunos pacientes presentaron mas de un signo clinico a la vez
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En 16 de las 29 muestras no se pudo
determinar el lugar probable de infeccion con
el parasito, pues los animales se desplazaban
con frecuencia por diferentes regiones del
pais. Tres de ellos nunca salieron de Cundi-
namarca, por lo que se infiere que este fue
su lugar de infeccion. Nueve de ellos frecuen-
taron zonas rurales del departamento del
Meta, en tanto que uno de los caninos siem-
pre estuvo en la zona urbana de Ibagué,
Tolima. Este caso aporta un informe adicio-
nal a los casos reportados en zonas rurales
por Giraldo-Martinez et al. (2022), lo que
establece un precedente de que la enferme-
dad también puede presentarse en zonas ur-
banas.

En 11 de las 29 muestras se observa la
amplificacion del fragmento de /757 (314 pb)
de Leishmania spp, las cuales se considera-
ron positivas (Figuras 2 y 3).

En las figuras 4 y 5 se muestra la ampli-
ficacion del fragmento del gen Asp70D de
Leishmania spp. De las 29 muestras, 18 re-
sultaron positivas con un amplicon de 379 pb,
algunas de ellas mostraron bandas inespeci-
ficas, que acompafiaron al amplicon espera-
do. En trabajos realizados en el laboratorio

MP  CP 1 2 3 4 5 6 7 8

1000 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

se han descrito la aparicion de estas bandas
en algunas muestras, principalmente relacio-
nadas con una concentraciéon mayor de ADNg
que favorece el anillaje de los cebadores en
sitios de menor especificidad (Hernandez-Flo-
res y Valdez-Mijares, 2018); no obstante, la
secuenciacion de estas bandas, luego de pu-
rificadas, corresponden al amplicon de
hsp70D (Giraldo-Martinez et al., 2022).
Hitakarun et al. (2014) demostraron, ademas,
que el uso de cebadores para la amplifica-
cion de hsp70 de Leishmania spp, podria
amplificar ADN humano o incluso de algu-
nos hemoflagelados, aunque no hay eviden-
cia de dichos falsos positivos descritos en
caninos.

Por otra parte, la infeccion por Leish-
mania spp es compleja y puede involucrar la
coexistencia de diferentes especies en un
mismo hospedero, lo que puede dar lugar a la
deteccion de multiples secuencias de ADN
(Céspedes et al., 2016). Por tltimo, es impor-
tante destacar que las especies de Leishmania
tienen la capacidad intrinseca de generar es-
tructuras policlonales, que pueden contener
secuencias de ADN ligeramente diferentes,
lo que podria explicar la observacion de mul-
tiples bandas (Laurent et al., 2007).

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 CN

Figura2. Amplificacion del /7S] de Leishmania spp en muestras de ADNg extraido de cani-
nos con sospecha de leishmaniasis. Tamafio del amplicon: 314 pb. MP. Marcador de
peso molecular 100 bp (New England BioLabs, EE. UU.); CP. Control positivo; 1 a 19
corresponden a las muestras de ADNg desde IV1 hasta GOL9 en el orden del Cua-
dro 2; CN. Control negativo. Electroforesis en agarosa al 2%
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MP cP 20 21 22 22 24 25 26 27 28 29 CN
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Figura3. Amplificacion de /7S] de Leishmania spp en muestras de ADNg extraido de cani-
nos con sospecha de leishmaniasis. Tamario del amplicon: 314 pb. MP. Marcador de
peso molecular 100 bp (New England BioLabs, EE. UU.); CP: Control positivo; 20 a
29 corresponden a las muestras de ADNg desde NAX hasta TA9, en el orden del
Cuadro 2; CN. Control negativo. Electroforesis en agarosa al 2%
MP  CP 1 2 3 4 5 6 7! 8 9 10 i 4 12 13 14 15 16 17 1«3‘K 19 CN
= ’;umﬁfrs = g o R ¥
S
1000 pb !
500 pb ; - “ e - — “ -
Wi -y == - 2‘&
300pb M
200ph : %
100 pb : J
Figura4. Amplificacion de Asp70D de Leishmania spp en muestras de ADNg extraido de

caninos con sospecha de leishmaniosis. Tamafio del amplicon: 379 pb. MP. Marcador
de peso molecular GeneLadder (New England BioLabs, EE. UU.); CP. Control posi-
tivo; 1 a 19 corresponden a las muestras de ADNg desde IV 1 hasta GOL9 en el orden
del Cuadro 2; CN. Control negativo. Electroforesis en agarosa al 2%
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Figura 5. Amplificacion de hsp70D de Leishmania spp en muestras de ADNg extraido de
caninos con sospecha de leishmaniosis. Tamafio del amplicon: 379 pb. MP. Marcador
de peso molecular GeneLadder (New England BioLabs, EE. UU.); CP. Control posi-
tivo; 20 a 29 corresponden a las muestras de ADNg desde NAX hasta TA9 en el
orden del Cuadro 2; CN. Control negativo. Electroforesis en agarosa al 2%

En el Cuadro 2 se muestra la corres-
pondencia entre los diferentes métodos diag-
nosticos descritos en el presente trabajo. Para
el diagnostico a través de PCR, diversos
biomarcadores moleculares han sido repor-
tados incluyendo /751, mini-ex6n, mkDNA,
cyt b, cpb, nagt, hsp70, SSU-TRNA, tim,
entre otros (Hitakarun et al., 2014; Giraldo-
Martinez et al., 2022; Shamsian et al., 2023).
De manera general se considera el /751
como un marcador molecular con una alta
sensibilidad para la deteccion de Leishmania
en muestras clinicas (Hitakarun et al., 2014);
no obstante, se ha demostrado la capacidad
de la Asp70 para diagnosticar Leishmania
spp. en muestras donde el /7S/ no muestra
resultados positivos, sin que se haya explica-
do la causa de esta disparidad, a pesar de
demostrar valores de correspondencia entre
el ITS1y hsp70tan bajos como 17% (Grac’a
et al., 2012; Giraldo-Martinez et al., 2022).
En el presente estudio se calcul6 el valor
Kappa (Cohen), basado en los resultados
usando los dos biomarcadores moleculares,

de 0.54 (SE=0.134,1C 95%=10.282 —0.806),
demostrando una concordancia moderada
(Fleiss et al., 2004).

Para el uso del Asp70 como biomar-
cador molecular se han descrito valores de
sensibilidad del 73.2 al 87.5% y de especifi-
cidad del 79.4% (Grac’a et al., 2012;
Hitakarun et al., 2014). Es de resaltar que la
region D del gen Asp70 usada en el presente
estudio, es altamente conservada en compa-
racion con otros marcadores genéticos
(Laurent et al., 2007; Gémez De La Fuente
Fretes, 2013; Mirahmadi et al., 2016;) ade-
mas de estar presente en un mismo cluster
genético con 5 a 6 copias (Ramirez et al.,
2011). No obstante, biomarcadores como el
mkDNA posee un mayor nimero de copias
de hasta 10 000 a 20 000 minicirculos por
célula de Leishmania, mientras los genes
ribosomales pueden tener hasta 20 a 40 co-
pias por célula (Grac’a et al., 2012), hacién-
dolos candidatos para la deteccion de
Leishmania, sin embargo, con la posibilidad
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Cuadro 2. Comparacion de diferentes métodos diagndsticos en muestras de estudio

Tipo
1D Raza Eiiad m O'tro Leish- Observaciones
muestra (afios) diax .
maniasis
Iv1 PBM 6 - - H(-) LC  Dermatosis acral. Respondi6 a infiltracion
cutanea con Glucantime®*. La tlcera cicatriz6.
Muestra de piel (region metacarpo-falangiana)
BU2 PBM 6 - + H(#+) LC  Muestra de piel del codo
KO3 LR 3 - - H#) LC  Muestra de piel del escroto
NA4 LR 7 - - HH#) LC  Muestra de piel de papila de glandula mamaria
LUS LR 8 - - H(#) LC  Muestra de piel del codo
BLA6 LR 6 + + H(H#+) LMC Muestra de piel del codo
CH7 LR 2 + + F(+) LC  Muestra de mucosa (plano nasal dorsal)
FE8 PBM 4 + + H(#) LC  Muestra de piel del codo
RO9 PBM 7 - + H+) LC  Muestra de piel del codo
KAX LR 8 + + H(#+) LC  Muestra de piel del codo
BLCl1 LR 4 + + H®#) LC  Muestra de piel del codo
712 GR 4 + + H(-) LC  Dermatitis de origen indeterminado. Respondi6 a
infiltraciones dérmicas de Glucantime®*
Muestra de piel de corvejon
NAP3 LR 7 - H(+) LC  Muestra de piel de region metatarsiana
GU4 LR 2 - H(-) LC  Neoplasia maligna in situ- La lcera reaparecio
luego de ablacion radical de escroto. Se resolvio
con infiltracion cutanea con Glucantime®*.
Muestra de piel de escroto
AKS LR 2 - + H(+) LMC Muestra de mucosa en plano nasal dorsal
SA6 LR 1 + + IC (+) LC  Muestra de piel de escroto
DE7 LR 3 - - H(-) LMC Mastocitoma grado 1. Paciente recuperado 2
meses antes de leishmaniasis. Sospecha de
reincidencia. Se realizé orquiectomia y ablacion
de escroto
ZE8 LR 4 - - IC (+) LC  Muestra de piel de escroto
GOL9 GR 5 - - IC (+) LV~ Muestra en necropsia del bazo
NAX LR 6 - - H(-) LMC Muestra del borde derecho ventral a la nariz
TOl LR 3 - - H(+) LC  Muestra de piel del codo
BRA2 PBM 6 + + H(+) LC  Muestra de piel del codo
SC3 LR 4 - + H(+) LMC Muestra de mucosa prepucial
RE4 PBM 4 - - IC(+) LMC Hiperplasia gingival. Aspecto ulcerativo.
Muestra de plano nasal dorsal. Antecedentes de
leishmaniasis
HAS PBM 7 + + H(+) LC  Muestra de piel del codo
KI6 LR 6 + + H(#) LC  Muestra de piel del codo
HAC7 LR 6 - + IC (+) LC  Muestra de piel del codo
DR8 PBM 8 + + HH) LC  Muestra de piel del codo
TA9 PBM 8 - + H (+) LC  Muestra de piel del codo

Raza: PBM: Pastor Belga Malinois; LR: Labrador Retriever; GR: Golden Retriever
Otro Diax: H: Histopatologia; F: Frotis; IC: Inmunocromatografia (+) positivo, (-) Negativo

Tipo de leishmaniasis: LC: Cutanea; LMC: Mucocutanea; LV: Visceral

*Boehringer Ingelheim, Espaiia

de reacciones cruzadas con especies de
Trypanosoma spp. y Mycobacterium spp.
(Hitakarun et al., 2014; Leoén et al., 2017).

De la misma manera, fue notoria la dis-
paridad entre el diagnostico por métodos
serologicos e histopatoldgicos y los métodos
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moleculares, en la cual animales que salieron
positivos a métodos no moleculares fueron
detectados negativos al PCR (Cuadro 2). Este
comportamiento de las muestras ha sido evi-
dente en trabajos previos, incluyendo a
Lemrani ef al., (2009) quienes compararon
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Amplicones obtenidos en el analisis in silico de los cebadores para la amplificacion del

fragmento de ITS1 y el gen hsp70D de Leishmania spp

Gen ITS1 de Leishmania spp

Gen hsp70 de Leishmania spp

Especie , Tamafio de , Tamafio de
Numero de acceso amplicon Numero de acceso amplicon
L. panamensis MT606243.1 301 pb XM_010702330.1 1921 pb
L. braziliensis MT940879.1 961 pb AF291716.1 2521 pb
L. infantum chagasi MZ596307.1 301 pb MF137828.1 1861 pb
L. guyanenesis MT940884.1 961 pb KX574011.1 1201 pb
L. amazonensis MT940889.1 1081 pb L14605.1 3481 pb
L. mexicana MN604142.1 301 pb XM_003877072.1 1921 pb
L. colombiensis No encontrado No encontrado KX790740.1 601 pb
L. lainsoni MG776303.1 961 pb GU071187.1 1261 pb
L. equatoriensis No encontrado No encontrado KX790747.1 601 pb
L. donovani MT548853.1 301 pb MH202968.1 1381 pb

métodos parasitologicos (citologia y cultivo
de biopsias) con el PCR, para la deteccion
de Leishmania spp en muestras de piel, de-
mostrando que, de 26 muestras analizadas, 2
que fueron positivas para cultivo celular re-
sultaron negativas al PCR usando como
biomarcador la subunidad ribosomal. Estos
hallazgos pueden atribuirse a factores adicio-
nales incluyendo el sitio del muestreo o carga
parasitaria en la muestra (Reyes et al., 2015),
la cual tiende a ser baja en las etapas tem-
pranas de la infeccion (Peniche, 2008; Rivas
et al., 2017). Con respecto al sitio de
muestreo, en trabajos de Giraldo-Martinez et
al., (2022) se logro la deteccion de
Leishmania spp, empleando muestras san-
guineas; no obstante, Jaimes-Duefiez et al.,
(2023) describen una baja frecuencia de de-
teccion en sangre comparada con los aspira-
dos de linfonodos. En el presente estudio se
calcul6 el valor Kappa (Cohen), basado en
los resultados usando el biomarcador hsp70D
y los métodos no moleculares de 0.181
(SE=0.170, IC 95%=-0.152-0.513), demos-
trando una concordancia muy leve (Fleiss et
al.,2004).
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Por otra parte, en el presente estudio,
tres pacientes que fueron diagnosticados po-
sitivos mediante serologia, fueron negativos
al PCR. Hallazgos similares fueron descritos
por Jaimes-Duefiez et al. (2023) demostran-
do una seroprevalencia mediante ensayo de
inmunofluorescencia en caninos (n=207) del
17.8% con una prevalencia por PCR de solo
el 4.3%, empleando el Asp70 como biomar-
cador, 1.e., s0lo 9 de los 37 animales detecta-
dos por pruebas serologicas fueron diagnos-
ticados como positivos por PCR. Trabajos
previos de Ledn et al. (2017) han descrito
bajos limites de deteccion de este biomar-
cador, lo cual podria explicar lo hallado en el
presente estudio. En contraste, estudios de
Djibougou et al. (2022) demostraron una
mayor incidencia detectada a través de PCR
(10,88%) comparada con la serologia
(4.76%).

Las discrepancias entre la deteccion
serologica vs. la deteccion molecular de
Leishmania spp en muestras de piel, pueden
deberse a la distribucion heterogénea del pa-
rasito en las lesiones lo cual hace factible que

Rev Inv Vet Peru 2024; 35(4): €¢26389
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Figura 6. Analisis filogenético a partir del /7S1 de Leishmania spp. L. braziliensis (GenBank:
MW538634), L. chagasi (GenBank: MK510945), L. infantum (GenBank: MF977314;
MN648739). Construido con el método NJ y el modelo genético Tamura-Nei. Los
numeros descritos en los nodos corresponden al valor de bootstrap

su concentracion en la muestra sea baja,
mientras que los titulos de anticuerpos tien-
den a mantenerse por un tiempo prolongado,
incluso cuando el parasito puede estar au-
sente de la lesion o del animal. Frente a esto,
De los Santos et al. (2024) demostraron que
la toma de muestra de raspado con lanceta
permite una mayor sensibilidad para la iden-
tificacion de especies de Leishmania, com-
parado con otros métodos mas invasivos ta-
les como la biopsia.
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Elinicio del tratamiento anti-Leishmania
no depende exclusivamente del conocimien-
to de la especie infectante (De los Santos et
al., 2024), a pesar de que se ha demostrado
falla en el tratamiento asociado a ciertas es-
pecies (Llanos-Cuentas et al., 2008), lo que
refuerza la demanda de técnicas de caracte-
rizacidon molecular para una aproximacion
terapéutica mas adecuada de la patologia. En
el presente estudio los animales diagnostica-
dos con métodos no moleculares fueron so-
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metidos al tratamiento con infiltraciones
intradérmicas de antimoniato de meglumine
(Glucantime®, Boehringer Ingelheim, Espa-
fia), mostrando una respuesta positiva eviden-
ciada con la cicatrizacion de las ulceras. En
algunos casos dentro del presente estudio al-
gunas muestras fueron diagnosticadas con
Leishmania con una técnica molecular, pero
no fue posible realizar un nuevo muestreo por
la dificultad para acceder a los pacientes.

Se realiz6 el analisis bioinformatico de
las secuencias de las especies de Leishmania
spp reportadas en Colombia, segun Salgado
et al. (2019) (Cuadro 3), para verificar el
anillaje de los cebadores en cada una de las
especies. Esto permitié confirmar que la re-
gion de pares de bases con las secuencias
empleadas del /7S] y el gen hsp70D se en-
cuentra conservada.

Las 11 muestras positivas para /7S]
fueron secuenciadas, obteniéndose una se-
fial positiva para 9 de ellas, y a través de ana-
lisis bioinformatico y comparacion con las
secuencias del GenBank se determinaron asi
L. infantum (n=4), L. chagasi (n=4) y L.
braziliensis (n=1). Se utilizaron estas se-
cuencias confirmadas por secuenciacion para
la construccion de un arbol filogenético em-
pleando un outgroup correspondiente al ITS1
de Crithidia fasciculata. Estas secuencias
fueron blasteadas después del ensamblaje y
correspondieron a Leishmania braziliensis,
Leishmania chagasi'y Leishmania infantum
con identidades superiores al 98% (Figura 6).

CONCLUSIONES

e  Seconfirmé la presencia de Leishmania
spp en caninos clinicamente sospecho-
sos de infeccion mediante PCR, propor-
cionando evidencia solida de la existen-
cia de esta enfermedad en la region cen-
tral de Colombia, especificamente en los
departamentos Tolima, Cundinamarca y
Meta.
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e Se identificaron las especies de Leish-
mania involucradas, destacando la pre-
valencia de L. infantum y L. chagasi
en casos de leishmaniasis cutanea y
mucocutanea.

e FEl diagnoéstico a través de métodos
moleculares requiere de la estanda-
rizacion y unificacion de biomarcadores,
asi como la combinacion de estos con el
fin de mejorar la sensibilidad y especifi-
cidad en el diagnostico de leishmaniasis
en caninos.
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