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Aislamiento de Leishmania infantum a partir de Canis familiaris
en area urbana del Caribe colombiano

IsoLATION OF Leishmania infantum rrom Canis familiaris IN AN URBAN AREA
OF THE COLOMBIAN CARIBBEAN

Matilde Elena Rivero-Rodriguez'?, Jorge Luis Rodriguez-Jiménez',
Alveiro Pérez-Doria', Eduar Elias Bejarano!

RESUMEN

Se registra el aislamiento de parasitos del género Leishmania a partir de una biopsia
de ganglio popliteo obtenida de un perro con leishmaniasis visceral canina. El animal
procedia del area urbana del municipio de Ovejas, Sucre, Colombia. La prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta fue positiva para anticuerpos anti-Leishmania spp hasta
una dilucién de 1/128. La tipificacion de L. infantum fue realizada por electroforesis de
isoenzimas y por analisis de la secuencia del gen citocromo b y el gen nuclear que
codifica para la proteina de choque térmico de 70 Kda (Hsp70). El presente hallazgo
constituye la primera confirmacion de infeccion por L. infantum en caninos en area
urbana del Caribe colombiano.
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ABSTRACT

The isolation of parasites of the genus Leishmania is reported from a popliteal
ganglion biopsy obtained from a dog with canine visceral leishmaniasis. The dog lived
in the urban area of the municipality of Ovejas, Sucre, Colombia. The Indirect
Immunofluorescence test was positive for anti-Leishmania spp antibodies up to a dilution
of 1/128. The typing of L. infantum was performed by isoenzyme electrophoresis and by
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analysis of the sequence of the cytochrome b gene and the nuclear gene that codes for
the heat shock protein of 70 Kda (Hsp70). The present finding is the first confirmation of
infection by L. infantum in canines in the urban area of the Colombian Caribbean.
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INTRODUCCCION

La leishmaniasis es una parasitosis cau-
sada por protozoarios del género Leishmania
que afecta la piel, mucosas y 6rganos inter-
nos (Alvar et al., 2012). En Colombia se han
presentado mas de 10 000 casos anuales en
personas entre 2005 y 2014, principalmente
en areas rurales, representando un problema
de Salud Publica. Dentro de las formas clini-
cas, la leishmaniasis visceral (LV), causada
por Leishmania infantum, puede ser fatal si
no se diagnostica y se trata a tiempo.

Dentro del ciclo zoondtico de la LV, los
parasitos del género Leishmania son trans-
mitidos por insectos flebotomineos del géne-
ro Lutzomyia. Los patrones de distribucion
en casos humanos no solo dependen de la
distribucion de los vectores, sino también de
animales silvestres y domésticos que actiian
como reservorios de los parasitos y que cons-
tituyen la fuente de infeccion para el insecto
vector. Como posibles reservorios silvestres
de L. infantum en Colombia se ha sefialado
a la rata espinosa de Colombia (Proechimys
canicollis) y la zarigiieya (Didelphys
marsupialis) (Traviet al., 1994, 1998). Ade-
mas, existe evidencia experimental y
epidemiolodgica para considerar al perro
(Canis familiaris) como el principal
reservorio doméstico y peri-doméstico
(Ashford, 1996).

En caninos infectados con Leishmania
spp se puede presentar una infeccion
subclinica, una enfermedad autolimitante o
una enfermedad severa que no se puede con-
trolar (Baneth y Aroch, 2008). Se reconoce
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que cerca de la mitad de los perros infecta-
dos por L. infantum presenta signos de la
enfermedad, pudiendo desarrollar una enfer-
medad fatal conocida como leishmaniasis
visceral canina (LVC), caracterizada por
linfoadenomegalia, atrofia muscular, ulceras
en piel, pérdida de apetito y de peso,
onicogrifosis, esplenomegalia, poliuria y poli-
dipsia, entre otros signos clinicos (Dantas-
Torres, 2009).

El diagnostico preciso y temprano, asi
como el oportuno tratamiento de LVC son
factores importantes en salud publica y vete-
rinaria. El diagnostico diferencial es necesa-
rio, debido a que los perros pueden infectar-
se con varias especies de tripanosomatidos y
producir reaccion cruzada en las pruebas
serologicas (Solano-Gallego et al., 2014). El
diagnostico de LVC se hace mediante prue-
bas serologicas, parasitologicas y, en las ulti-
mas décadas, por pruebas moleculares ((Travi
etal., 2018).

En el municipio de Ovejas del departa-
mento de Sucre, Colombia, se encuentra un
foco mixto de leishmaniasis visceral y cuta-
nea, donde se registran cerca de 50 casos
anuales en humanos de leishmaniasis (92%
de LC y 6% de LV) (INS, sf). Ademas, en
los ultimos afios, se han presentado casos en
el area urbana del municipio (INS, 2013).

Teniendo en cuenta la circulacion de
varias especies de tripanosomatidos en la re-
gion, el papel de C. familiaris en el manteni-
miento del ciclo epidemiologico de parasitos
causantes de leishmaniasis visceral y la falta
de especificidad de los métodos serologicos
empleados para la vigilancia y diagnostico de
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la LVC, se describe en el presente trabajo el
aislamiento de una cepa de L. infantum a
partir de una biopsia del ganglio popliteo de
un canino que presentaba signos compatibles
con LVC, residente en area urbana del Cari-
be colombiano, donde se registran casos hu-
manos de leishmaniasis visceral.

MATERIALES Y METODOS

Caso Clinico

El caso clinico fue reportado en el mu-
nicipio de Ovejas, departamento de Sucre,
en el Caribe colombiano, ubicado a una alti-
tud de 265 m. Durante el desarrollo de acti-
vidades de vigilancia epidemiologica de LVC
llevadas a cabo en el barrio Plaza de la Cruz
de este municipio, se encontroé un perro con
signos clinicos compatibles con esta enfer-
medad. Se visito el domicilio de los propieta-
rios del canino, una vivienda construida con
materiales prefabricados, la cual tenia una
zona de labores tipo caney (techo construido
en madera y palmas, piso prefabricado), ubi-
cada en el patio a menos de 10 m de distan-
cia de un remanente de bosque.

El perro de cuatro afios era macho y
mestizo. La propietaria refirié que la mayo-
ria de los signos clinicos empezaron aproxi-
madamente 45 dias antes de la visita. Se ob-
tuvo el consentimiento informado de los pro-
pietarios y se procedio a la realizacion de un
examen fisico y a la toma de una muestra de
sangre de 5 ml de la vena cefélica, la cual se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos
para la obtencion del suero. Ademas, median-
te el procedimiento de ‘Biopsia Aspirativa
con Aguja Fina (BACAF)’, se tom¢ una biop-
sia del ganglio popliteo. La biopsia fue inclui-
da en 200 pl de medio RPMI 1640 (Ref.
R6504, Sigma) y colocada directamente en
un tubo con medio Novy-mcneal-Nicolle
(NNN, Bacto-agar, cloruro de sodio, suple-
mentado con sangre de conejo).
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Pruebas Realizadas

Las muestras de suero sanguineo fue-
ron analizadas mediante la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), segiin
el protocolo de Camargo (1996). Se utiliza-
ron promastigotes de L. infantum de una
cepa local (MHOM/CO/2013/133) como
antigenos y anti-IgG de perro marcada con
fluoresceina como conjugado (Sigma). La
interpretacion de los resultados de IFI se hizo
segun el protocolo de diagnostico recomen-
dado por el Instituto Nacional de Salud de
Colombia (INS, 2010), donde se considera
positivo a lecturas de fluorescencia en suero
auna diluciéon >1/32.

Se aislo una cepa de Leishmania de la
muestra de ganglio popliteo en medio NNN y
propagada en medio RPMI 1640. La cepa
fue identificada usando la técnica estandar
de tipificacion por Electroforesis de Enzimas
Multilocus (MLEE) en acetato de celulosa.
Se evaluaron los perfiles electroforéticos de
la isoenzima fosfoglucosa mutasa (PGM),
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH),
nucledsido hidrolasa (NH), superoxido
dismutasa (SOD), glucosa fosfato isomerasa
(GPI) y manosa fosfato isomerasa (MPI).

Ademas, se realizo deteccion molecular
basada en la secuencia del gen mitocondrial
Citocromo b (cytb) y del gen nuclear que
codifica para la proteina de choque térmico
de 70 kda (Hsp70). La extraccion del ADN
de los parasitos fue realizada con el kit co-
mercial QIAamp DNA Mini Kit. La PCR
anidada del gen cytb fue realizada con los
cebadores LCBF1 y LCBR2 (Luyo-Acero
et al., 2003), que delimitan un segmento de
aproximadamente 860 pb del gen cytb, y en
la segunda ronda se usaron los cebadores CB-
Cytb-F y CB-Cytb-B (Schmid-Hempel y
Tognazzo, 2010), que flanquean un fragmen-
to de 750 pb de este mismo gen. Como con-
trol positivo se utilizo ADN de una cepa de L.
infantum (MHOM/CO/2013/133) y como
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control negativo mezcla de reaccion sin ADN
y ADN de caninos no infectados.
Adicionalmente, se amplificé el gen Hsp70
con los cebadores Hsp70 Sen y Hsp70 Ant
(Fraga et al., 2010), que delimitan un frag-
mento de aproximadamente 1460 pb. En el
proceso se usaron los controles antes descri-
tos. La secuenciacion se realiz6 en un equipo
ABI 3130XL de electroforesis capilar. Los
electroforegramas obtenidos fueron editados
de forma automatizada en el programan
Genious 9.1.2%y fueron revisados de forma
manual para generar una secuencia consen-
so. Con el programa MAFFT v. 7.222 se ali-
nearon las secuencias obtenidas con secuen-
cias homologas de cepas de referencia de la
Organizacion Mundial de la Salud, consigna-
das en GenBank. Con base en el alineamien-
to obtenido, se estimo el modelo de sustitu-
cion que mejor explica la diversidad observa-
da entre las secuencias y se realizaron las
reconstrucciones filogenéticas en el progra-
ma Mega 7.

RESULTADOS

En la valoracion fisica, el canino pre-
sento caquexia, onicogrifosis, infeccién ocu-
lar, lesiones cutaneas (Figura 1), hematuria y
mal estado general, signos clinicos que en
conjunto son compatibles con LVC. El pa-
ciente canino fallecio tres dias después de la
toma de muestras, de alli que no se pudo rea-
lizar ensayos de infectividad para los vectores.
El diagnostico serologico fue positivo para la
presencia de IgG anti-Leishmania en dilu-
ciones de 1/32, 1/64 y 1/128. Las siete
enzimas evaluadas por MLEE mostraron un
perfil isoenzimatico compatible con la cepa
de referencia de L. chagasi, MHOM/BR/
2013/PP75, sindnimo junior de L. infantum.

Como resultado de la PCR del gen Cyt
B, se amplifico la banda esperada. Después
de hacer la edicion de los electroforegramas,
se obtuvo una secuencia consenso de 711
bases de longitud y fue depositada en

Figura 1. Signos clinicos presentes en el canino. A. Caquexia. B. Infeccion ocular. C. Onicogrifosis.

D. Lesion cutanea
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Arbol filogenético basado en 21 secuencias nucleotidicas del gen Citocromo b de

especies del género Leishmania. El analisis filogenético se realizo por el método de
Maxima Verosimilitud, previo ajuste de las distancias genéticas con el modelo de
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY). En la base de cada clado, se muestra el soporte de
rama, expresado como el porcentaje de veces que el analisis produjo la misma aso-
ciacion entre las secuencias (10 000 seudoréplicas). Para cada taxon se indica el
nimero de acceso en GenBank y el nombre de la especie. En el recuadro negro se
observa la secuencia KX443560 obtenida de los parasitos aislados del canino

Genbank (niimero de acceso KX443560). Asi
mismo, se amplifico y secuencio un fragmento
de 1460 pb del gen Hsp70, obteniéndose una
secuencia consenso de 1372 pb que fue re-
gistrada en GenBank (numero de acceso
KX759517). La busqueda de similitud con
BLAST indico que tanto la secuencia del gen
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Cyt B como la secuencia del gen Hsp70 co-
rresponden a L. infantum. En el caso del gen
Cyt b con valores de 99% de cobertura, 99%
de identidad, con un valor E de 0.0 respecto
a la secuencia de L. infantum de referencia
con el nimero de acceso HQ908261.1. En el
caso del gen hsp70 se obtuvo un valor de 98%
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de cobertura, 99% de identidad y un valor E
de 0.0 respecto a la secuencia con el nimero
de acceso FN395031.1.

En las reconstrucciones filogenéticas
realizadas para cada marcador molecular con
el método de Maxima Verosimilitud (EMV),
ajustado con el modelo de evolucion de
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (Hase-
gawa et al., 1985), en la topologia del arbol,
las secuencias nucleotidicas derivadas de los
parasitos del canino (cytb y HSP70) se ubi-
caron dentro del clado que agrupa a las es-
pecies del complejo L. donovani, con altos
valores de soporte de rama (100%). Las se-
cuencias de interés agruparon con secuen-
cias de L. infantum, especie del complejo
presente en América, y fue independiente de
los métodos evaluados y del marcador usado
en la reconstruccion; sin embargo, solo se
muestra el analisis filogenético de las secuen-
cias nucleotidicas del gen Cyt B, analizadas
por EMV (Figura 2). Teniendo en cuenta es-
tos resultados y las distancias genéticas
intraespecificas obtenidas entre este par de
especies (0.426% con las cepas EF579895 y
EF579897), se infiere que la cepa aislada del
canino corresponde a L. infantum, hecho que
es consistente con los resultados del perfil
isoenzimatico obtenido por MLEE y demues-
tra la equivalencia de estos métodos de iden-
tificacion, para este caso particular.

DiscusioN

Se reconocen dos escenarios en leish-
maniasis canina: en el caso de L. infantum,
los caninos son considerados como buenos
reservorios del parasito, pudiendo sufrir la
enfermedad (LVC), mientras que en el caso
de parasitos del subgénero Viannia, si bien
se han encontrado caninos con infeccion na-
tural por estas especies, podrian no ser bue-
nos reservorios (Vélez et al., 2012); sin em-
bargo, teniendo en cuenta el caracter focal
de esta parasitosis, es importante, estudiar
cada foco.
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En el caso de focos mixtos, como ocu-
rre en el municipio de Ovejas, con casos de
LC y LV, donde ademas se han encontrado
caninos infectados con L. guyanensis y L.
braziliensis (Rivero-Rodriguez et al., 2015)
es importante el diagndstico diferencial para
evitar el sacrificio innecesario de caninos in-
fectados. En este caso, la presencia de sig-
nos clinicos y titulos elevados de anticuerpos
como respuesta a la infeccion serian suficien-
tes para el diagnostico de LVC; sin embargo,
esta situacion no siempre se presenta en es-
tudios epidemiologicos, donde se observan
animales sin signos clinicos y resultados no
concluyentes de IFI, ya que se pueden pre-
sentar reacciones cruzadas con otros
tripanosomatidos (Solano-Gallego et al.,
2014). Es asi que la identificacion de la espe-
cie seria determinante para no desestimar o
sobreestimar el papel que desempeian las
poblaciones de caninos en el mantenimiento
del ciclo epidemioldgico de especies causan-
tes de leishmaniasis.

En este sentido, aunque la técnica
MLEE es mas laboriosa y requiere del pre-
vio aislamiento de la cepa, sigue siendo la téc-
nica de referencia para la clasificacion
taxonomica de especies del género
Leishmania (OMS, 2010) y confirmar la pre-
sencia de parasitos viables. En el presente
caso, se logro establecer la identificacion de
L. infantum posterior al aislamiento, a través
del anélisis isoenzimatico y de los genes
Citocromo by Hsp70.

El hallazgo de L. infantum en un cani-
no del area urbana del municipio de Ovejas
coincide con la epidemiologia de la
leishmaniasis visceral en Colombia, si se tie-
ne en cuenta que en la costa norte de Colom-
bia, asi como en casi todo el territorio nacio-
nal, se ha descrito que estos animales pue-
den actuar como reservorios domésticos de
los parasitos causantes de LV en humanos
ubicados en zonas rurales y urbanas del te-
rritorio nacional (Travi et al., 1998; Santaella
etal.,2011).
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Es pertinente resaltar que, a pesar de
que el municipio de Ovejas, en los Montes de
Maria, representa uno de los focos de LV
mas importantes de la costa norte de Colom-
bia y del pais, es la primera vez que se logra
el aislamiento de parasitos del género
Leishmania a partir de una muestra de cani-
no en este municipio y en un area urbana del
Caribe colombiano. Los resultados podrian
indicar que los habitantes del area urbana del
municipio conviven con factores de riesgo,
especialmente la poblacion infantil que es la
mas afectada por esta parasitosis (OMS,
2010).
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