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RESUMEN.

La leishmaniosis es una enfermedad zoondtica de prevalencia alta en muchas
regiones tropicales y subtropicales del mundo. En América, se presenta desde el sur
de los Estados Unidos hasta la Argentina. La enfermedad es causada por
protozoarios hemoflagelados del genero Leishmania y la transmision a los
hospedadores  vertebrados (canidos, primates y marsupiales) ocurre
predominantemente por la inoculacion de la forma infectiva (promastigote) del
parasito durante la picadura de moscas de los géneros Phlebotomus, en el viejo
mundo y Lutzomyia en América.

En nuestro pais, por muchos afios se han diagnosticado casos de Leishmaniosis
humana. En San lldefonso municipio del Departamento de San Vicente, desde 1974
hasta el afilo 2007 se han registrado 234 casos de leishmaniosis cutanea, todos
diagnosticados positivos mediante frotis y la prueba de Montenegro que se realiza en
el Laboratorio “Dr. Max Bloch”, del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social,
constituyéndose un problema grave de salud dado el caracter zoonético del proceso.
A pesar de esto no se han realizado investigaciones que ayuden a determinar el
papel del perro dentro del ciclo bioldgico del parasito como posible reservorio.
Tomando en cuenta lo anterior, el proposito del presente estudio fue determinar la
prevalencia de Leishmania en canidos domésticos en dos cantones del mencionado
municipio: San Lorenzo y Lajas y Canoas y poder con ello generar informacion sobre
la situacion de la enfermedad en nuestro pais, y a la vez poder contribuir a su control.
Durante el estudio se tomaron muestras de aspirado de nédulo popliteo para efectuar
el diagnéstico de Leishmania, mediante las técnicas de laboratorio: tincion de frotis y
aislamiento en cultivo para la observacion microscopica del parasito.

De 237 muestras analizadas mediante dichos métodos no fue posible evidenciar la
presencia de Leishmania spp, a pesar de que el 86.07% de los perros muestreados



presentaba sintomatologia compatible con la enfermedad, y que el estudio se realizo
en una area donde la leishmaniosis se considera endémica en humanos.
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INTRODUCCION.

Las Leishmanias (descubiertas en 1903 por Leishman y Donovan), son un grupo de
protozoos flagelados que pertenecen al orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Los miembros de este género son parasitos intracelulares de los
macrofagos en el hombre, el perro y una amplia variedad de animales silvestres. La
enfermedad que producen, Leishmaniosis, da lugar a las formas cutaneas y visceral.
Sus vectores son mosquitos hematéfagos en los que los parasitos sufren

transformaciones morfoldgicas y multiplicacion (Mehlhorn H, 1993), (Urquhart, 2001).

La leishmaniosis es una enfermedad zoonotica de prevalencia alta en muchas
regiones tropicales y subtropicales del mundo, tales como Asia, Oriente Medio, Africa
y sur de Europa (cuenca del Mediterraneo); en las Américas, se presenta desde el
sur de los Estados Unidos hasta la Argentina. Esta enfermedad se asocia sobre todo

con la desnutricion y, en zonas rurales con la presencia de perros (OPS, 1996).

En la mayoria de los casos, el vector principal asociado con la leishmaniosis es
Lutzomyia longipalpis. Los perros domeésticos son los reservorios en la transmision y
diseminacion de la leishmaniosis, aunque algunos otros animales salvajes podrian

mantener y propagar esta zoonosis en situaciones especiales.

En El Salvador, por muchos afios se han diagnosticado casos de Leishmaniosis en

humanos. En San lldefonso municipio del Departamento de San Vicente, desde 1974
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hasta el afio 2003 se han registrando 184 casos de leishmaniosis cutdnea, desde
2004 hasta el afilo 2007 se han registrado 50 nuevos casos, todos diagnosticados
positivos mediante frotis y la prueba de Montenegro constituyéndose un problema
grave de salud publica, dado el caracter zoonotico del proceso. A pesar de esto no
se han realizado investigaciones que ayuden a determinar el papel del perro dentro
del ciclo biolégico del parasito como posible reservorio. Nuestro pais cuenta ademas,
con la presencia del vector de la enfermedad, Lutzomyia longipalpis asi como
también con los factores climéaticos y ecoldgicos para la sobrevivencia y desarrollo
del mismo, por lo que se podria garantizar el desarrollo completo y continuo del ciclo

biolégico del parasito (Archivos Unidad de Salud de San lldefonso, 2007).

Tomando en cuenta lo anterior, el propdsito del presente estudio fue determinar la
prevalencia de Leishmania en cénidos domeésticos, y poder con ello generar
informacion sobre la situacién de la enfermedad en nuestro pais, y a la vez poder

contribuir a su control.

Durante el estudio se tomaron muestras de aspirado de ndédulo popliteo para efectuar
el diagnostico de Leishmania, mediante las técnicas de laboratorio, tincion de frotis y

aislamiento en cultivo para la observacion microscopica del parasito.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1 DEFINICION.

Los protozoarios hemoflagelados del género Leishmania son parésitos responsables
de la enfermedad conocida como leishmaniosis. El principal vector de la infeccion
son moscas de los géneros Phlebotomus (en el viejo mundo) y Lutzomyia (en
América). Sus victimas son vertebrados: afectando a marsupiales, cénidos, y

primates (Wikipedia).

Son parasitos intracelulares localizados dentro de los macrofagos del sistema
reticuloendotelial. Constituyen células ovales dentro de las cuales existe un ndcleo
vesicular y un cinetoplasto en forma de bastdn, en ocasiones puede verse en su
interior los restos de un flagelo que brota del cinetoplasto. Se multiplican por fision
binaria y las divisiones repetidas pueden reinfectar a las células huéspedes con

numerosas leishmanias (Leishmania 2000).

1.2 HISTORIA

La evolucién de la presencia de Leishmania no son claros. Una posible teoria
propone un origen en Africa, con migracion a las Américas desde el Viejo Mundo

unos 15 millones de afos a traves del estrecho de Bering. Otra teoria propone un
20



origen paleértico. Dichas migraciones incluirian adaptaciones sucesivas de los
vectores. La mas reciente es la de L. infantum desde el Mediterraneo hasta paises
latinoamericanos, llamados desde entonces L. chagasi, desde la colonizacion
europea del Nuevo Mundo, donde los parasitos recogieron su nuevo vector en sus

respectivas ecologias (Wikipedia).

La primera descripcion de leishmaniosis fue hecha por El-Razy de Iraq, alrededor del
afio 1500 d. C. En 1898, Browosky descubri6 el agente etioldgico, pero su
publicacion hecha en ruso, pasO practicamente inadvertida para los cientificos

occidentales (Wikipedia).

A finales del siglo XIX se identifica la leishmaniosis americana (Bravo, en 1852, y
Cerqueira, en 1885). Cunningham (1885), en la India, fue el primero en observar el
microorganismo en los leucocitos mononucleares de los casos de kala-azar. Firth, en
1891, confirmé este descubrimiento. Tamayo (1908) parece haber sido el primero en
identificar lesiones caracteristicas de uta, denominacion de la leishmaniosis cutanea
andina en las ceramicas del Pera preinca. En 1900 y 1903, Leishman y Donovan
descubren, con coloracion de Giemsa, un parasito ovalado en macréfagos de
pacientes con leishmaniosis visceral, a partir de biopsias viscerales y cutdneas de
enfermos de la India. Desde entonces se llevd a cabo una serie de infecciones
experimentales a voluntarios para demostrar el poder patégeno del nuevo protozoo.
Wright (1903) describe el primer caso de infeccidn por Leishmania tropica; Roger
(1904) cultiva por primera vez una Leishmania a partir del bazo de un paciente con
leishmaniosis visceral; Presat (1905), por primera vez, sugiere que los fleb6tomos
serian los transmisores del botén de Oriente; Nicolle (1908) cultivo L. infantum y L.
tropica en el medio NNN (Nicolle Novy MacNeal) y, posteriormente, en el medio
semisolido para leptospiras de Noguchi. Nicolle y Moncuex (1909) iniciaron
inoculaciones experimentales en monos, perros, ratas, pericos y zorros. Lindenberg
(1909) encontré Leishmanias en Ulceras en pacientes en Sao Paulo (Brasil) y Nicolle
y Sergent sugieren que el perro seria el reservorio (SANCHEZ SALDANA, 2004), (P.
Jorge, Ezquerra A, 2001).
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1.3 ETIOLOGIA

1.3.1 Clasificacién Taxonémica

Reino: PROTISTA

Subreino: PROTOZOA

Fhylum: SARCOMASTIGOPHORA

Subfhylum: MASTIGOPHORA

Clase: ZOOMASTIGOPHOREA

Orden: KINETOPLASTIDA

Suborden: TRYPANOSOMATINA

Familia: TRIPANOSOMATIDAE

Género: Leishmania (P. Jorge, Ezquerra A, 2001)

Los miembros de este género se presentan en vertebrados, encontrandolos en las
células del sistema reticulo-endotelial incluyendo células endoteliales y leucocitos
polimorfonucleares; el parasito se puede encontrar en todo el cuerpo: bazo, higado,
meédula de los huesos, pulmaon, rifion, ndédulos linfaticos y piel. Son transmitidos por
insectos hematofagos fleb6tomos (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo) (Quiroz

Romero, H. 1999).

Las especies de Leishmania son dificiles de diferenciar morfolégicamente. Los
meétodos taxondmicos actuales han mostrado la existencia de especies basadas
principalmente en la distribucion geogréfica, datos epidemioldgicos y clinicos y el tipo

de enfermedades que causan en el hombre (Urquhart, G.M. 2001).
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Promastigota
(1.5-3.5X15-20 pm) |

Flagelo

Amastigota Blefaroplasto
(3.5 um) f

Residuo flagelar

Cinetoplasto

Nucleo Cinetoplasto

Nucleo

Figura 1. Diagrama de Leishmania spp. Forma amastigota (intracelular, sin flagelo) y

forma promastigota (flagelada)
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1.3.2 Estados del Ciclo Biolégico de  Leishmania

Las Leishmanias presentan varias formas en su ciclo biolégico. Asi, se encuentran
basicamente como formas extracelulares flageladas en el interior del tracto digestivo
del vector o como formas intracelulares inmoviles en el interior de macrofagos de los
hospedadores vertebrados (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

Estado amastigote: _es la forma intracelular en macrofagos y células fagociticas, que

se produce a las pocas horas de su penetracion en el hospedador vertebrado.
Aparecen como cuerpos redondeados u ovales, de 2-4 um de didmetro, con un
ndcleo en posicién central y un organulo muy basdfilo, de forma y tamafio variables,
denominado cinetoplasto, adyacente a él (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

Amastigota
(3.5 um)

Residuo flagelar
Nlcleo =~ Cinetoplasto

Figura 2 . Estado amastigote
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Estado promastigote: es la forma que se presenta en el aparato digestivo del

fleb6tomo. Es un flagelado movil, con cuerpo elongado de 15 pm, aproximadamente,
y un solo flagelo de casi la misma longitud que el cuerpo. El extremo anterior es
conico y el posterior redondeado. El nucleo se localiza en el centro del cuerpo y el

cinetoplasto cerca del extremo anterior, proximo al lugar de donde sale el flagelo.

La forma infectante para el hospedador definitivo son los promastigotes metaciclicos,
una poblacion diferenciada al final del ciclo intravectorial, mas pequefios,
extremadamente activos y moviles y con un flagelo muy largo (CORDERO DEL
CAMPILLO, M. 1999).

Promastigota (1.5-3.5x15-20um)

Flagelo ,

Blefaroplasto

Cinetoplasto

Nucleo

Figura 3. Estado promastigote



1.4 CICLO BIOLOGICO DE Leishmania spp.
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Figura 4. Ciclo bioldgico de la Leishmania.

Etapas en el Hospedador vertebrado. La leishmaniosis es transmitida por la picadura de un insecto
hematodfago. El insecto inyecta en la sangre la forma infecciosa, los promastigotes. Los promastigotes son
fagocitados por los macrofagos y se transforman en amastigotes. Estos se dividen y multiplican por fision binaria
longitudinal en las células infectadas, y originan la rotura del macrd6fago. Los amastigotes liberados son
fagocitados por otros macrofagos, que se distribuyen a distintos tejidos, dependiendo en parte de la especie de
Leishmania. Esto origina las manifestaciones clinicas de la leishmaniosis.

Etapas en el insecto. El insecto se infecta al ingerir sangre con macro6fagos infectados por amastigotes. En el
intestino del insecto, los parasitos se diferencian en promastigotes, que se multiplican y migran a la probéscide en
formas metaciclicas infectantes para el vertebrado. Si el insecto realiza otra picadura, los promastigotes pasan a
la sangre del huésped, completandose el ciclo (wikipedia), (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).
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El mantenimiento del ciclo biologico de Leishmania depende necesariamente de la
capacidad de los promastigotes para colonizar el aparato digestivo del hospedador
intermediario, y de la de los amastigotes para establecer un parasitismo intracelular

en el macréfago del hospedador vertebrado.

El tiempo requerido para completar el ciclo en el insecto es variable, dependiendo de
la especie de Leishmania, del vector y de las condiciones ambientales, aunque, por
lo general, oscila entre 6-14 dias (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

1.5 ESPECIES DE LEISHMANIAS

La diferenciacion de especies en el género Leishmania ha constituido durante mucho
tiempo un apartado muy problematico, puesto que la morfologia del parasito no es un
criterio Util para la especiacion. En un principio se emplearon caracteristicas
extrinsecas del parasito para posteriormente basarse en propiedades intrinsecas.
Ademas se han identificado distintas entidades taxondmicas (subespecies,
complejos, zimodemas) y utilizado diversas nomenclaturas. El modelo taxonémico
mas ampliamente aceptado hoy es el basado en la identificacion de isoenzimas. La
movilidad electroforética de un grupo determinado de isoenzimas (generalmente 15y
20) permite individualizar a un zimodema, que es considerado como la entidad
taxondmica bésica para la clasificacion actual del género Leishmania. El zimodema
se corresponde con una linea de paréasitos con el mismo perfil enzimatico; los
zimodemas se agrupan en especies y éstas en complejos. Un complejo es un
conjunto de zimodemas intimamente relacionados entre si, que difieren
fenotipicamente de los grupos de zimodemas que constituyen otros complejos. Con
estos criterios, la clasificacion del género quedaria como sigue (CORDERO DEL
CAMPILLO, M. 1999), (OPS 1996), (P. Jorge, Ezquerra A, 2001).
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Cuadro 1. Algunas caracteristicas de las especies d

e Leishmania.

Distribucion Reservorio Vector
Especie Sindrome geogréfica principal principal
Complejo mexicana
L. mexicana Cutadneo, raramente | Belice, Brasil, Guatemala, | Roedores Lutzomyia olmeca
difuso México, Venezuela

Roedores vy

L. amazonensis Cutaneo y difuso Brasil marsupiales | U aviscutellata
L. venezuelensis cutaneo Venezuela Desconocido L. olmeca
Complejo braziliensis
L. braziliensis Cutaneo y | Bolivia, Brasil, ~Colombia, | Roedores, L. wellcomei
Paraguay, Peru, Venezuela erros
mucocutaneo p
L. panamensis Cutaneo, raramente | Colombia, Costa Rica, Perezoso L. trapidoi
mucocutaneo panama
L. guyanensis Cutaneo Argentina, Guayana | PEreézoso, | L umbratilis
. Fra_ncesa, Guyana, Perq, horm|guero L. peruensis
L. peruviana Cutaneo Suriname Perro L. verruarum
Complejo tropica
L. tropica Cutaneo Suroeste de Asia, Medio | Hombre, Phlebotomus
Oriente, litoral mediterraneo erros .
_ p sergenti
L. major Cutaneo Africa, al sur del Sahara, P. papatasi
suroeste de Asia, Medio | Jerbo P. papatasi
Oriente P. caucasicus
o - P. longipes
L. aethiopica Cuténeo y difuso Etiopia, Kenya Hiraceos P. pedifer
Complejo donovani .
L. donovani Visceral 2}{;:22 a'oci‘:éen‘:g: Salzzrig' Hombre, perros, | P. argentipes
Nepal. Pakistan ' "| roedores P. orientalis
pal, P. martini
. . . . . Canidos P. perniciosus
L. infantum Visceral Asia ceptral, China, litoral domésticos  y| P. ?najor
mediterrdneo, Medio Oriente silvestres P. caucasicus
P. chinensis
L P. sergenti
) ] América Central y del Sur Céanidos L. longipalpis
L. chagasi visceral

Los complejos que causan la leishmaniosis se pueden distinguir por caracteres tales

como el vector,

la localizacion del parasito en el intestino del insecto, la

patogenicidad del agente para la piel del hamster, y el crecimiento en medios de
cultivo (ACHA, 1988).

29




1.6 TRANSMISION

La transmision de la enfermedad a los hospedadores vertebrados ocurre
predominantemente por la inoculacion de la forma de promastigote (flagelada)
infectivo durante la picadura del flebétomo (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo
Mundo), pequefias moscas que abundan todo el afio en las zonas tropicales y en el
verano, en las zonas templadas. El hombre se infecta de modo accidental por las
picaduras del vector al penetrar en aéreas enzooticas de la selva. Diversos estudios
han demostrado que un gran numero de especies de mamiferos silvestres estan
infectadas; sin embargo, no todos esos animales pueden ser considerados
huéspedes primarios, ya sea porgue son poco abundantes o porque su tasa de
infeccion es baja para desempefiar esa funcion. La excepcion es el perro, Unico

huésped no humano que se conoce (ACHA, 1988).

1.6.1 El Vector.

Los vectores de Leishmania son insectos nematdceros que pertenecen a la
subfamilia Phlebotominae. Al menos 70 de las 600 especies y subespecies
conocidas son capaces de transmitir este protozoo. Algunas especies del genero
Lutzomyia en América (mosca de la arena) y del genero Phlebotomus en el Viejo
Mundo son vectores de Leishmania (Gispert, C. 2000), (MSPAS 1996).

Moscas de la arena: son miembros de la familia Psychodidae. Estas moscas estan
confinadas principalmente a las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Los
miembros de este género son moscas pequefias, parecidas a polillas, de
aproximadamente 1.5 a 4mm de tamafo. Las patas son tan largas como las antenas,
constituidas por 16 segmentos que con frecuencia tienen un aspecto perlado y
peludo. Se conoce comunmente como “moscas de la arena’”, “moscas polilla’,

“lejenes buh6 o moscas enanas buhd” (Gispert, C. 2000).

1.6.2 Morfologia.

Los adultos son dipteros de pequefio tamafio, 2-5 mm, color amarillento, alas

lanceoladas, patas muy largas y todo el cuerpo recubierto por cerdas. La cabeza
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tiene dos ojos compuestos, antenas largas y probdscide desarrollada como aparato
picador-chupador. Los machos son fitéfagos de forma exclusiva y solo las hembras

son hematoéfagas (Pena, A. A. Blasco Bellido, J. B. Gonzalez Moran, F. 2000).

En lo que se refiere a la fonologia, los fleb6tomos, se encuentran distribuidos por
amplias zonas del mundo, realizando su ciclo vital completo durante todo el afio en
areas tropicales; sobreviven a los rigores del invierno (diapausa) en cuarto estadio
larvario. Los habitats varian desde los propios de selva humeda a regiones muy
aridas, con distribucion entre el nivel del mar y los 1500 mts e incluso mas. Tienen
actividad crepuscular y hasta pasada la media noche, siempre y cuando la
temperatura sea superior a los 18C y no haya viento. El vuelo es corto (Aprox.
1km.), silencioso, acostumbran a avanzar dando saltitos en zig-zag y la picadura es
mas dolorosa que la de los culicidos. Un animal puede sufrir docenas de picaduras
en una sola noche. Una vez alimentadas, las hembras vuelven a sus refugios
naturales para reposar y filtrar la sangre antes de buscar el lugar de ovoposicién que

sucedera unos 4 a 5 dias méas tarde (Gispert, C. 2000).

1.6.3 Capacidad vectorial.

La adaptacion de los fleb6tomos al medio ecolégico en el que viven los vertebrados
de los que se van a alimentar, sera pieza clave para que exista la transmision,
determinada por los siguientes aspectos:

a. El caracter obligatorio de la transmision por la picadura de los fleb6tomos.

b. Lo depurado de las interrelaciones entre Leishmania y el flebétomo.

c. La especificidad relativa en la alimentacion de cada especie de fleb6tomo
hacia un vertebrado determinado.

d. La diferente tendencia antropofilica de cada especie de flebétomo, por lo que
significa un riesgo epidemiologico.

e. Los habitats particulares que condicionan la distribucién de cada especie de
fleb6tomo.
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La gran mayoria de las especies de flebotominos necesita ingurgitar sangre para
desarrollar los évulos. El tiempo que se tarda entre la ingesta de sangre y la puesta
de huevos se llama ciclo gonotréfico. Los adultos viven una media de cuatro

semanas por lo que realizan el ciclo gonotroéfico tres o cuatro veces.

Con el fin de evaluar el riesgo de transmision en una zona dada y establecer las
medidas de control oportunas, es imprescindible definir la capacidad vectorial de las

especies de fleb6tomos presentes, la cual determina la peligrosidad epidemioldgica.
La capacidad vectorial viene condicionada por:

» Factores de densidad de poblacion.

« Indice de infestacion.

* La mayor expectativa de vida favorece que un fleb6tomo puede infectarse

alo largo de ella.

* Duracion del ciclo gonotrofico

* Hay, ademas, una serie de factores ligados a la etiologia del insecto.
Los picadores intra —o0 extradomiciliarios, endo- y exofilicos, y el habito de picadura
diurno o nocturno, explican como es la transmision. Asi, los que pican dentro de las
viviendas, durante la noche, y son reposadores intradomiciliarios después de la
ingesta (endofilicos), son mas faciles de controlar mediante barreras mecanicas y
uso de insecticidas residuales. La zoofilia o antropofilia indica la tendencia a picar
animales o humanos, lo que también sefiala parte del riesgo epidemioldgico. El
alcance del vuelo de los fleb6tomos no es un factor de mayor importancia al ser muy
corto. Por ultimo, el fototropismo es positivo en los fleb6tomos, motivo por el que

acuden en la noche a picar dentro de las viviendas (MSPAS 1996).
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Cuadro 2. Factores epidemioldgicos que determinan | a transmision del
parasito.

Factores epidemioldgicos que determinan la transmis ion del parasito

FACTORES PRIMARIOS

Dependientes del reservorio
+ Alta densidad del animal y alta enzootia(endemia)
+ Proximidad del reservorio, vector y humano
+ Evolucion cronica de la infeccion
+ La especie de Leishmania aislada del reservorio, vector y humano ha de ser
idéntica.

Dependientes del vector (peligrosidad epidemioldgic a)

Expectativa de vida del vector

Duracion del ciclo gonotréfico y su concordancia

Densidad de poblacién. Frecuencia media de picadura

Zoofilia y antropofilia (afinidad hacia los animales y los humanos)
Endofilia y exofilia

Alcance de vuelo

Duracion del ciclo del parasito en el vector (metaciclogénesis)
Fototropismo

FEFEEREERF

Receptividad del humano a la infeccion
+ Habitos de la poblacion
+ Tipo de vivienda
+ Profesiones
+ Proximidad del humano al habitat del vector

FACTORES SECUNDARIOS

Bioldgicos
+ Zonas humedas, secas, aridas
+ Tipo de vegetacion
4+ Climatologia

Ecoldgicos
+ Presion con insecticidas
+ Roturacion(romper, arar) de nuevas areas para vivienda o cultivo
+ Movimiento de poblaciones (turismo, militares, éxodos, etc.)
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1.6.4 Ciclo en el insecto

Se ha comprobado que numerosas especies de Phlebotomus spp. Pueden
comportarse como vectores de Leishmania spp. Al alimentarse de sangre,
Phlebotomus ingiere leucocitos y células mononucleares con amastigotes. Estas
formas se desarrollan en el intestino medio del insecto, produciéndose un namero
enorme de promastigotes. Despueés, los promastigotes pasan al eséfago y a la
faringe del hospedador invertebrado, y son tan abundantes que pueden llegar a
obturar el tubo digestivo. Cuando estos nematoceros se alimentan, un tapén de
microorganismos pueden ser desatascado e inyectado en el mamifero al que pican.
También se puede contraer la infeccibn aplastando sobre la piel insectos
contaminados (E. J. L. Soulsby, 1987).

1.6.5 El Reservorio.

La leishmaniosis es una zoonosis, y por lo tanto el hombre es un huésped accidental
gue adquiere la infeccion cuando entra en las areas enzodticas de la selva para
realizar tareas como maderero, petrolero, ganadero o agricultor, entre otras. La
leishmaniosis cutdnea puede ser un problema importante en los asentamientos
campesinos dentro de la selva. La colonizacion permanente del hombre en areas
enzooticas produce cambios ecolégicos considerables, sobre todo por la
deforestacion, el reemplazo de animales silvestres por domésticos y el reemplazo o
variacion del predominio de unas especies de insectos por otras mas adaptadas al

nuevo ambiente (Robert F. Harwood, Maurice T. James, 1987).

1.6.6 Caracteristicas de los reservorios

Se define como reservorio de una enfermedad aquel animal que garantiza tanto la
existencia del agente etiolégico como facilita su posterior transmision. Para que
pueda ser considerado reservorio principal debe reunir las siguientes condiciones en

mayor o menor grado:

a. El animal, a menudo de habitos gregarios, debe estar representado en

numero suficiente en el nicho ecologico donde aparece la enfermedad y
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ser lo bastante longevo para asegurar que es fuente de alimentacion para
el insecto vector. La relacion entre el animal y el fleb6tomo tiene que ser

estrecha.

b. El curso de la infeccion en el animal tiene que ser cronico para que los
parasitos estén presentes en cantidad y tiempo suficientes para asegurar

la infeccion de los fleb6tomos.

c. Se requiere que esa enzootia sea lo suficientemente prevalente para
justificar los casos humanos. El contacto entre el fleb6tomo y el humano

tiene que estar asegurado.

d. Los aislados de Leishmania obtenidos del reservorio, una vez
caracterizados con técnicas bioguimicas, deben ser los mismos que los de

humano y vector del mismo nicho ecoldégico.

Un animal es reservorio secundario cuando estas caracteristicas se reunen solo de
manera parcial, indicando que la interrelacién entre el animal y el protozoo es
reciente en términos evolutivos y, por tanto, inestables. Como es ldogico, los

reservorios principales son escasos y los secundarios numerosos.

Las condiciones medioambientales de un biotopo determinan un tipo de vegetacion y
estan, los animales e insectos presentes. Por regla general existe un ciclo selvatico
de la leishmaniosis mantenido entre un reservorio salvaje y los fleb6tomos del
entorno. Por sinantropia, bien del reservorio o del vector, el ciclo se aproxima al
ambito peridoméstico para, finalmente arraigarse entre los animales y vectores
domésticos. ElI humano se infecta normalmente de manera accidental bien al
penetrar en el ciclo selvatico por condicionantes de vivienda o de actividad, bien al

implantarse un ciclo peridoméstico o doméstico.

Las leishmaniosis pueden ser zoonosis si el reservorio es animal, 0 antroponosis si
es el humano. La mayoria pertenece al primer grupo y, como es obvio, los métodos

de control difieren. Los reservorios pueden ser, a su vez, animales domesticos,
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peridomésticos o salvajes, los que también determina las medidas de control
posibles (Gispert, C. 2000), (MSPAS, 1996).

1.6.7 El perro como reservorio.

Los canidos son buenos reservorios de L. infantum/L. chagasi. En el Viejo Mundo, el
lobo (Canis lupus) y el chacal (Canis aureus) aparecen parasitados, aunque la baja
densidad de estos animales y su lejania del humano les relega a un plano muy
secundario como reservorio. Solo el zorro (Vulpes vulpes) puede estar jugando un
papel de sinantropia entre el ciclo selvatico y el peridoméstico por su cambio de
habitos, en zonas mas proximo a los vertederos que a la caza. De hecho L. infantum
se aisla del zorro en una proporcion muy similar a la del perro. En América se
considera como reservorio de L. chagasi el zorro cangrejero (Cerdocyon thous) y el
zorro Lycalopex vetulus que sufre la enfermedad de manera fulminante por lo que se
cree es un reservorio reciente en términos de coevolucion, todos ellos con un vector
asociado, Lutzomyia longipalpis. Al perro, que también aparece parasitado en su
doble version cutanea y visceral, se le considera eslabén entre el ciclo selvatico y el
domestico (Pena, A. A. Blasco Bellido, J. B. Gonzalez Moran, F. 2000).

La distribucion de la Leishmania canina es focal, dependiendo de la presencia del
vector, lo que implica la necesidad de hacer estudios precisos en aquellas zonas
donde se pretenda realizar un programa de control. Los Unicos vectores probados
son los fleb6tomos, como se ha mencionado, en los numerosos intentos de infectar
experimentalmente otros artrépodos, solo se ha conseguido la transmision mecanica
por la mosca hematofaga Stomoxys calcitrans. Se ha publicado la presencia de
Leishmania en el semen de perros infectados pero la relevancia epidemioldgica del

hallazgo estéa por definir. También se ha probado la transmision vertical.

Erroneamente se ha considerado que solo los perros con sintomas son infectivos
para los fleb6tomos, sin embargo, se ha podido demostrar que los asintomaticos
también lo son (Gispert, C. 2000), (Pena, A. A. Blasco Bellido, J. B. Gonzélez Moran,
F. 2000).
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1.7 ASPECTOS CLINICOS

Tras su inoculacion, los promastigotes proliferan en los macréfagos de la zona y, tras
un periodo de semanas o meses, invaden organos internos tales como el bazo,
higado, médula Gsea, y otros, en los que se multiplican, destruyendo los macréfagos
en el proceso. En casos avanzados, la afeccion del tracto digestivo se manifiesta en
diarrea, emaciacion marcada y abdomen extendido, y la mortalidad alcanza al 70-
90% de los casos no tratados. La muerte acontece en las primeras semanas, 0 a los

pocos afios de contraer la infeccion (E. J. L. Soulsby, 1987).

En el examen post mortem se observan emaciacion, anemia, bazo intensamente
agrandado, asi como agrandamiento hepatico con una importante infiltracion grasa.
Las células endoteliales y los macrofagos contienen masas de amastigotes.
Generalmente, los ganglios linfaticos se presentan infartados, con sus células

invadidas por formas infectantes (E. J. L. Soulsby, 1987).

El perro sufre una patologia similar a la descrita en los casos humanos, asi,
aparecen anemia, emaciacion, caquexia, dermatitis y pérdida de pelo alrededor de
los ojos y la boca, nédulos subcutaneos infartados, ufias deformadas alargadas
(onicogrifosis), hemorragia en el hocico y, por ultimo la muerte, siendo la diarrea el
signo clinico terminal. En el examen post mortem se aprecian esplenomegalia,
hepatomegalia y adenopatias. Pueden ocurrir lesiones cutaneas con caida de pelo y
ulceraciones en labios y parpados. En los casos cronicos son evidentes un eczema
tipico y ulceracion de la piel (E. J. L. Soulsby, 1987), (MSPAS, 1996), (CORDERO
DEL CAMPILLO, M. 1999), (Urguhart, G.M. 2001).
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1.8 EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniosis es una enfermedad de amplia distribucion geografica en el mundo,
y abarca zonas aridas, tropicales y subtropicales del Viejo y Nuevo Mundo (OPS,
1996).

1.8.1 Situacion de la leishmaniosis en las América  s.

Se presenta desde el sur de los Estados Unidos hasta la Argentina. Esta enfermedad
se asocia sobre todo con la desnutricion y, en zonas rurales, con la presencia de
perros.

En la mayoria de los casos, el vector principal asociado con la leishmaniosis es
Lutzomyia longipalpis. Los perros domeésticos son los reservorios en la transmision y
diseminacion de la leishmaniosis, aunque algunos otros animales salvajes podrian

mantener y propagar esta zoonosis en situaciones especiales.

Son tres formas clinicas diferentes de leishmaniosis que se presenten el las
Américas: leishmaniosis visceral (LV), cutanea (LC), y mucocutanea (LMC) (OPS,
1996).

1.8.1.1 BRASIL.

Se notificaron en por lo menos 17 de los 26 estados, casos de LV. Entre 1984 y
1994. Los focos de mayor endemicidad se dan en el Nordeste, en los estados de

Bahia, Ceard, Maranhao, Pemambuco, Piaui y Rio Grande del Norte.

La LC y LMC esta muy difundida. En 24 de los 26 estados se registrado casos. Entre
1984 y 1993 se registraron 119,683 casos, con un pico en 1987 cuando se

registraron 26,611 cosos.

La LV canina estd muy difundida. En algunas localidades endémicas estan
infectados més del 20% de los perros, pero por lo general la tasa de infeccion oscila

entre 3 y 13%. Entre 1979 y 1986 se sometieron a pruebas serolégicas 611,148
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perros y 32,264 (5,28%) dieron resultados positivos infectados con L chagasi. El
vector comprobado es Lu. longipalpis (OPS, 1996).

1.8.1.2 COLOMBIA.

Conocida desde 1944, la LV es endémica principalmente en el valle de rio
Magdalena y sus tributarios, desde donde se extiende progresivamente hacia el norte
y hacia el sur. Entre 1944 y 1980 se registraron 107 casos, 80% en nifios menores
de 5 afios de edad. En 1988 se registraron 53 casos, y 150 en 1990. El agente
etiolégico es L. chagasi y el vector Lu, longipalpis (OPS, 1996).

La LC y LMC, que es ampliamente distribuida en 23 de las 31 regiones
administrativas. En el periodo comprendido entre 1929 y 1979 se notificaron unos
1900 casos. Entre 1981 y 1986 se notificaron mas de 9,300 casos, incluidos 600 de
LMC, y en 1988 se notificaron 3,322 casos, incluidos 139 de LMC (OPS, 1996).

Con el propésito de establecer la prevalencia de leishmaniosis canina se efectud un
estudio descriptivo en 307 caninos, ubicados en 17 veredas de los municipios de
Neiva, Tello y Algeciras, en Colombia. El 1,4 % de los caninos analizados
presentaron amastigotes en el aspirado y el 17,2 % fueron seropositivos. La
prevalencia de anticuerpos contra L. chagasi es alta comparada con otros estudios

realizados en Colombia y otros paises (Fernandez, J. Charry, T. Bello F. J. 2002).

En un estudio realizado por Osorio en el foco de Tolima-Cundinamarca en 1999, se
establecio que el 42% (15/35) de los perros fueron positivos por método de PCR-
hibridizacion, mientras que el 57% (20/35) tenia titulos de anticuerpos por ELISA, y
solamente el 11% (4/35) y 9% (3/35) fueron positivos por cultivo y evaluacion
microscopica (L. TRAVI, BRUNO. 2000).

1.8.1.3 VENEZUELA.

Hasta la fecha se han registrado aproximadamente 500 casos de LV en Venezuela.
Se sospecha que el vector es Lu. longipalpis, ya que algunos ejemplares se

infectaron después de alimentarse sobre un perro naturalmente infectado. Se
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considera que el perro es el reservorio domestico principal. De 2,276 perros

examinados durante un estudio, 52 aparentemente tenian Leishmania.

Entre los 37,000 casos registrados de 1955 a 1990, de LC y LCM, el 70%

correspondian a los cuatro estados de la zona andina (OPS, 1996).
1.8.1.4 PERU.

Existen dos formas principales de leishmaniosis cutdnea (LC) en el Peru, definidas
principalmente por caracteristicas geograficas y clinicas: la leishmaniosis andina
(uta) y la leishmaniosis selvatica (espundia). Los agentes etiolégicos son del
subgénero Viannia. Hasta octubre de 1992 el Ministerio de Salud Publica notifico un
total de 581 casos (OPS, 1996).

En otro estudio cuyo objetivo era determinar la presencia de infeccion por
Leishmania spp en los caninos domésticos del distrito de Pampas Grande, Perd. Un
total de 83 perros provenientes de 7 caserios, fueron muestreados entre agosto y
septiembre de 2000. Los resultados indicaron 3.6% de animales positivos a frotis-
coloracion Giemsa e |IFl, y 8.4% de animales reactores positivos a
inmunodermoreaccion de Montenegro (IDR). Se concluye que la infeccion por
Leishmania spp en perros del distrito de Pampas Grande esté presente en al menos
5.4% de la poblacion canina del lugar (Medina R. G. Chéavez, V. A. Minaya, G. G.
2000).

1.8.1.5 PANAMA.

Desde 1977 han aumentado el nimero de casos de LC. En 1986 se notificaron
aproximadamente 1,500 casos. Anteriormente, las zonas con mayor endemicidad
estaban en las provincias de Colon y Panama. Entre 1970 y 1980 se registraron 362
casos en el Laboratorio Conmemorativo Gorgas. En la provincia de Bocas del Toro,

la incidencia era de aproximadamente 20 casos por 100,000 habitantes (OPS, 1996).
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1.8.1.6 NICARAGUA.

En 1992 se notificaron los primeros seis casos humanos de LV de la costa del
pacifico, en donde Lu. longipalpis es la especie de flebétomo peridoméstico
predominante. El biotipo es el mismo que en Honduras, al otro lado de la frontera,
donde también se han diagnosticado casos de LC que probablemente son causados

por L. chagasi. Se sospecha que el perro es el reservorio principal.

La LC y LMC constituyen un problema importante de salud publica en Nicaragua. En
1980 las autoridades registraron 493 casos, y en los siguientes afos se
incrementaron. Entre 1980 y 1987 se notificaron mas de 9,500 casos. También se
han diagnosticado casos de LC causados probablemente por L. chagasi. La
epidemiologia de estos casos debe de ser semejante a la descrita en Honduras
(OPS, 1996).

1.8.1.7 MEXICO.

Hasta 1991 solo se habian notificado cinco casos de LV en México, todos al
sudoeste de la ciudad de México. Lu. longipalpis habita en la zona y el perro es el

reservorio doméstico sospechoso.

Entre 1991 y 1993 se registraron siete casos en el estado de Chiapas. Seis de estos
casos se presentaron en menores de 5 afios y el restante es un adulto de 22 afios de
edad.

En 1993 se registraron 170 casos en el estado de Nayarit de LC Y LMC por L.
mexicana, en la costa occidental del pais. En los perros se ha detectado la presencia

de amastigotes en lesiones cutaneas. El vector es Lu. olmeca olmeca (OPS, 1996).
1.8.1.8 HONDURAS.

Los primeros casos de LV se registraron en 1974 y 1975. Entre 1974 y 1983 se
notificaron 53 pacientes con LV confirmada parasitologicamente y 16 casos
sospechosos. Hasta fines de 1993 habia mas de 400 casos confirmados

parasitoldgica y serolégicamente, de los cuales 96% correspondian a niflos menores
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de 2 afios y 71% eran del sexo femenino. Se identifico L. chagasi de aislamientos
provenientes de pacientes. L. chagasi se aisl0 de tres especimenes de Lu.
longipalpis, el presunto vector, el cual es muy comun. Se sospecha que el perro es el

reservorio.

Tanto la LC como la LMC estan presentes en el pais y figuran dentro de las 10
primeras causas de morbilidad. En 1988 se notificaron los primeros casos de LC
debida a L. chagasi procedente de la isla del Tigre, en el golfo de Fonseca, y hasta
1994 se habian presentado mas de 500 casos en todas la aéreas endémicas de LV
(OPS, 1996).

1.8.1.9 GUATEMALA.

Solamente se han diagnosticado seis casos de LV hasta 1994. Se supone que el

vector es Lu. longipalpis y que el perro es el reservorio.

Desde 1988 se han notificado de mil a mil quinientos casos por afio de LC y LMC. La
notificacion de LC es frecuente, en tanto que la de casos de LMC no lo es. El vector
del que méas se sospecha en relaciéon con la transmision de L. mexicana es Lu.
olmeca olmeca (OPS, 1996).

1.8.1.10 COSTARICA.

Hasta 1994 no se habia notificado ningun caso de LV, pero si existe Lu. longipalpis,
gue es el vector de la enfermedad, y L. chagasi esta presente en lesiones cutaneas.

En 1995 se notifico el primer caso de LV en el pais.

La LC y LMC, que se consideran un grave problema de salud publica, son endémicas
en las provincias de Limon, Puntarenas, Alajuela y San José. En 1985 se registraron
aproximadamente 1,500 casos de LC y LMC. El numero de casos de leishmaniosis
aumento pronunciadamente de 1982 a 1986. Segun se estima en 1987, el numero de
casos supero los 2,000, y en 1989 hubo 2,500 casos. Esporadicamente se han
hallado perros domésticos infectados que podrian actuar como reservorio secundario

peridoméstico.

42



En 1986-1987, en la zona noroccidental de Costa Rica en la provincia de
Guanacaste, entre refugiados nicaragienses se produjo un brote de LC que afecto a
200 personas principalmente nifios. Se establecio que el agente etiologico era L.
chagasi y el vector del que se sospecha es Lu. longipalpis, que habita en el area
(OPS, 1996).

1.8.1.11 EL SALVADOR.

En El Salvador no existen antecedentes de investigaciones sobre leishmaniosis
canina, pero si existen antecedentes de leishmaniosis humana y la sospecha que el

perro es el reservorio domestico.
Leishmaniosis visceral.

En El Salvador entre 1905 y 1952 se diagnosticaron cuatro casos autéctonos de
leishmaniosis visceral en niflos menores de 2 afos, todos con insuficiencia de peso,
estado nutricional deficiente, fiebre prolongada y hepatoesplenomegalia. La tasa de
mortalidad fue de 50%. Entre 1954 y 1984 se registraron solamente 20 casos

nuevos, todos en menores de 8 ainos.

Durante el periodo 1984-1993 se notificaron 33 nuevos casos autoctonos en nifios
menores de 3 afios. El foco se localiza en el occidente del pais, en la region
fronteriza con Honduras y Guatemala. Se han identificado ocho especies de
fleb6tomos (Moscas de la arena) en la zona, y se sospecha que el vector es
Lutzomyia longipalpis, el cual es bien conocido en la regién. Se sospecha que el

perro es el reservorio domeéstico (OPS, 1996)
Leishmaniosis cutanea (LC) y mucocutanea (LMC).

En 1947 se notifico el primer caso en un paciente de el sexo masculino que trabajaba
en zonas del Petén (Guatemala) y Quintana Roo (México), quien presentaba lesiones
ulcerocostrosas en la cara y el cuello. En 1953 se comprobd el primer caso autdctono
de leishmaniosis cutanea, en una nifia de 12 afios originaria del municipio de

Masahuat en el departamento de Santa Ana, El Salvador.
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Hasta 1984 se habian registrado siete casos autdctonos en El Salvador. La
epidemiologia se desconoce y se han estudiado pocas cepas. De enero a junio de
1993 se notificaron 54 casos autdctonos en El Salvador relacionados con un brote
ocurrido a fines de 1992, que produjo 30 casos. Todos ellos se asociaron con las
migraciones no controladas que tuvieron lugar a raiz del conflicto bélico incluyendo
algunas areas en el norte de El Salvador; no se identifico la especie de parasito con
gue se relacionaban. A fines de 1992 se notifico la presentacion atipica de
leishmaniosis cutdnea muy parecida a la notificada en Honduras, en la isla del Tigre.
Mediante la busqueda activa de casos en un area de leishmaniosis visceral, se
comprobaron 54 casos de LC causada por L. chagasi (OPS, 1996).

En 1960 se realizo un estudio de vectores en San Vicente en el Salvador que
demostro la existencia de ocho especies entre las que predominaba Lutzomyia
longipalpis, agente transmisor de la enfermedad. Las otras especies eran Lu.
evansi, Lu. cayennensis, Lu. cruciata, Lu. barrettoi, Lu. deleoni, Lu. gomezi y
Lu. chiapaensis (OPS, 1996).

En San lldefonso municipio del Departamento de San Vicente, desde 1974 hasta el
afo 2003 se han registrando 184 casos de leishmaniosis cutanea, desde 2004 hasta
el aflo 2007 se han registrado 50 nuevos casos todos diagnosticados positivos
mediante frotis y la prueba de Montenegro en la Unidad de Salud de dicho municipio
(Archivos Unidad de Salud de San lldefonso, 2007).

44



Cuadro 3. Procedencia de casos de leishmaniosis cutanea en El Salvador, 1992-

1993.

Procedencia Casos
Canton de Lajas y Canoas 18
Canton de El Limon 14
Municipalidad San lldefonso 9
San Pablo Canales y San Vicente 6
Canton de San Lorenzo 4
Canton de El Carreto 3
Canton de El Tortuguero y Santa Clara 3

Fuente: Ministerio de Salud Publica y Bienestar, Unidad de Epidemiologia.

Cuadro 4. Casos de leishmaniosis cutanea en El Salvador por grupos de edad,
1992-1993.

Grupo de edad Casos

<1 0

1-4 2
5-14 27
15-44 26

45-60 2

Fuente: Ministerio de Salud Publica y Bienestar, Unidad de Epidemiologia.
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1.9 DIAGNOSTICO DE Leishmania spp.

1.9.1 DIAGNOSTICO CLINICO.

El diagnéstico de la leishmaniosis canina mediante signos de la enfermedad y los

datos no especificos de laboratorio resultan poco fiables por las siguientes razones:

1. En el examen clinico, mas del 50% de los perros que padecen infecciones
demostradas resultan aparentemente sanos (asintomaticos). Estos perros
se identifican normalmente como pertenecientes a tres categorias, es
decir, aquellos que progresan hacia la enfermedad evidente, aquellos que
continan sin sintomas durante periodos prolongados (incluso durante
toda su vida), y los perros que se curan de forma espontanea. Los perros
de los dos ultimos grupos suelen ser considerados resistentes.

2. Cuando los signos clinicos presentes pueden ser variables, y son
similares a aquellos causados por otras enfermedades.

3. Con el uso amplio en la actualidad de las herramientas de diagnostico
especifico, se tiene una informacion cada vez mayor de formas atipicas de
leishmaniosis canina, como la dermatitis localizada, la colitis crénica y los
desordenes de los sistemas cardiovascular, respiratorio y musculo-
esquelético, que suponen un autentico desafio para el diagndstico clinico
(GRADONI, L. 2002).

1.9.2 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO.

Esta dirigido a evidenciar la presencia del parasito a partir de muestras procedentes
del animal enfermo. Es un método de especificidad total, pero con una sensibilidad
no muy alta, condicionada por factores como la toma de muestras, la fase de la
enfermedad, la carga parasitaria, etc. La presencia del parasito se puede poner de

manifiesto mediante métodos directos o indirectos.
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1.9.2.1 Métodos directos.

1.92.1.1 Tincion del parasito

Lo primero que se practica es un aspirado generalmente de nodulo popliteo o de
medula 6sea. El contenido del aspirado se emplea tanto para el frotis, que se tifie de
manera convencional con colorante de Giemsa u otros colorantes de Romanowsky
para observar los amastigotes que se encuentran intracelularmente o bien dispersos
por el campo al haberse roto los macrofagos cargados de leishmanias al hacer la
impronta. La sensibilidad de la microscopia de medula 6sea es superior a la de
nédulo linfatico (60-75% frente a 40-50%) pero depende de la carga parasitaria,
asociada a la gravedad del proceso. No obstante, en estudios sectoriales cruzados
(cross-sectional), la sensibilidad del examen microscopico es normalmente pobre
(mas o menos del 60%), debido a la elevada prevalencia (mayor del 50%) de
muestras de nddulo linfatico y medula 6sea con bajas densidades parasitarias (1-10
parasitos/1000 campos microscopicos) (GRADONI, L. 2002), (P. Jorge, Ezquerra A,
2001).

1.9.2.2 Métodos indirectos.

Se emplean dos variantes: el aislamiento tras la siembra en medios de cultivo y las

inoculaciones a animales de experimentacion (Xenodiagndstico).

1.9.2.2.1 Cultivo

Parte del inoculo de la biopsia o aspirado se puede cultivar. Los medios de cultivo
utilizados son axenicos mono- o bifasicos. El mas idoneo es un agar- sangre de
conejo al 15%, conocido como medio especifico NNN (Novy-Nicolle-McNeal), en
cuyo caso los promastigotes se pueden ver a partir de la primera semana aunque
puede requerirse algun pase a medio fresco antes de aislarse los parasitos. El cultivo
de los aspirados incrementa la sensibilidad casi un 20%, pero la dificultad de tener un
buen medio, la tardanza en lograrse el resultado y las frecuentes contaminaciones lo
relegan a un segundo plano, quedando para estudios epidemioldgicos en los que se

requiere el aislamiento del parasito para su identificacion bioquimica. Ademas, el
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numero de muestras tomadas de un perro también afectan la sensibilidad del cultivo
ya que los multiples aspirados de nodulos linfaticos agrandados de diferentes partes
del cuerpo aumentan la sensibilidad del cultivo de nédulo linfatico en, al menos, el
10%, comparado con una sola muestra aspirada de nodulo linfatico. Cuando se
encuentran las condiciones optimas, la sensibilidad del cultivo de muestras aspiradas
de nodulo linfatico mas medula O0sea podria aproximarse al 100%, lo cual es
comparable a una técnica seroldgica potente en grupos de perros seleccionados
(GRADONI, L. 2002), (P. Jorge, Ezquerra A, 2001).

1.9.2.2.2 Xenodiagndstico

Esta es una técnica para la deteccion y el aislamiento de un patégeno usando su
vector artrépodo natural. Aunque no se puede proponer como una técnica rutinaria
de diagndstico, porque requiere de la colonizacion de moscas de la arena que no
estan preparadas, se ha usado para resolver cuestiones epidemiologicas importantes
sobre el rol del status clinico y del tratamiento de la leishmaniosis canina. La técnica
de xenodiagndstico directa requiere que una mosca de la arena pique a un perro
sedado.

En un intento de hacer este diagnostico mas factible, se ha evaluado una técnica
indirecta usando moscas alimentadas artificialmente sobre muestras periféricas de
sangre, pero los resultados no fueron estimulantes (GRADONI, L, 2002), (P. Jorge,
Ezquerra A, 2001).

1.9.3 DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

El diagndstico inmunologico resulta determinante, sobre todo cuando los examenes
parasitologicos del material de biopsias o aspirados han resultado negativos. Es muy
empleado, ademds, en estudios de seroprevalencia y determinacién de posibles
focos enzoodticos de enfermedad. Su objetivo es poner de manifiesto la existencia de
anticuerpos especificos anti-leishmania, generalmente del tipo IgG. Son métodos
seroldgicos con alta sensibilidad y especificidad, cuya limitaciéon radica en la

imposibilidad de diagnosticar enfermedad cuando no se producen anticuerpos:
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durante el periodo de seroconversion, entre 1.5-3 meses tras la infeccion, y en
animales en los que no se estimule la respuesta humoral para la produccién de

anticuerpos (posibles animales resistentes). Los mas empleados actualmente son:

1.9.3.1 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Es muy utilizado, con gran especificidad y sensibilidad. Se le ha dado el valor de
método de referencia. Este supuesto surge de un consenso general entre
investigadores, y también porque la IFI es la técnica de primera linea recomendada
por el Manual de la Oficina Internacional de Epizootias para las Pruebas
Diagnosticas (OIE, 2000).El antigeno mas utilizado lo constituyen promastigotes
enteros formulados, procedentes de cultivos in vitro (GRADONI, L, 2002),
(CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

1.9.3.2 Método inmunoenzimatico (ELISA)

Ampliamente contrastado, destaca por su facilidad y versatilidad de empleo. Se han
utilizado antigenos diversos, desde proteinas somaticas escasamente purificadas
hasta componentes estructurales y proteinas de membrana, lo cual ha repercutido en
la sensibilidad y especificidad de la prueba (equiparable a la IFl). Ademas, se han
desarrollado distintas variantes del método basico (como el ELISA competitivo, el
Dot-ELISA, el FAST-ELISA) que amplian la aplicabilidad de la prueba (CORDERO
DEL CAMPILLO, M. 1999).

1.9.3.3 Aglutinacion directa (DAT)

Desarrollada con posterioridad a las anteriores, es también una técnica con elevada
sensibilidad y especificidad, cuya mayor ventaja es su escaso costo y su sencillez de
aplicacion, ya que no requiere equipamiento especifico para su realizacion
(CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

1.9.3.4 Inmunotransferencia (inmunoblot)

Es una técnica cuya aplicacion al diagnostico de la leishmaniosis canina ha sido mas
reciente. Su sensibilidad y especificidad son muy altas; permite no solo detectar

anticuerpos especificos, sino también determinar su especificidad frente a distintas
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fracciones antigénicas del parasito. Aunque es una técnica laboriosa y compleja, esta
indicada para la resolucién de casos dudosos y para la identificacion de portadores
asintomaticos (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

1.9.4 TECNICAS BIOMOLECULARES.

En los ultimos afios se han aplicado varias técnicas de biologia molecular basadas
en la deteccién de fragmentos de acidos nucleicos (ADN) del parasito en los tejidos
del hospedador, con lo que realmente se realiza un diagndstico asertivo
parasitolégico que supera las limitaciones del diagnostico inmunolégico. Se han
ensayado técnicas basadas en sondas de ADN, pero la técnica mas utilizada hasta
ahora es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con resultados excelentes

en cuanto a sensibilidad y especificidad.

1.9.4.1 Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica, desarrollada por Mullis y Col (1987), consiste en la amplificacion in vitro
de un fragmento especifico de ADN debido a la extension simultanea de las dos
cadenas por la accién de primers complementarios. La PCR ha sido ampliamente
utilizada en diversos estudios. En la leishmaniosis muchos autores reportan su
aplicacion en el diagnoéstico de la enfermedad. Sin embargo, las investigaciones se
han orientado hacia la obtencion de secuencias de ADN con especificidad de
especie, que permitan ademas del diagnéstico de la enfermedad, la identificacion de
la especie del parasito infectante (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999),
(Rodriguez, N.; Cardona, M.; Zerpa, O.; Barrios, M. Enero- Diciembre 2001).
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1.10 PROFILAXIS
Las medidas a seguir mas significativas en el control de la enfermedad son:

» Asegurar un buen estado sanitario de los perros.

* Realizar un diagnéstico precoz: es aconsejable, sobre todo en zonas
endémicas, realizar un diagnostico serolégico que nos garantice que los
animales no se han infectado en la época de méaxima actividad del vector.

» Evitar los contactos con el vector, utilizando insecticidas repelentes, tanto
en el medio como en los animales.

» Potenciar la educacién sanitaria de los propietarios de perros.

» Control de nucleos zooldgicos.

« Control de perros vagabundos (Garcia Ramos, P. 2001).

La posibilidad de control y erradicacion de la leishmaniosis humana esté intimamente
relacionada con el control de la leishmaniosis canina, ya que al actuar el perro como
el principal reservorio vertebrado de la Leishmania, se constituye en un objetivo
prioritario. Cualquier intento de control implica el desarrollo de programas de lucha de
aplicacion generalizada en aéreas extensas de territorio, en los que se incluyan
medidas contra los vectores y los reservorios y medidas para la proteccion de
hospedadores definitivos. Considerando estrictamente planteamientos de lucha
contra la leishmaniosis humana, una medida de control seria el sacrificio forzoso de
todos los perros infectados, procedimiento que se ha seguido en algunas ocasiones
con cierto éxito. Sin embargo, dadas las propias limitaciones de esta medida (sobre
todo por la dificultad de diagndstico de todos los perros infectados), y considerando
al perro, o concretamente a los perros domeésticos, como poblacion que hay que
proteger, las posibilidades de control se concretarian en tres tipos de medidas
(CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).
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1. Lucha contra los insectos vectores, para disminuir la poblacién de

fleb6tomos en las areas a controlar.

La méas destacada es el empleo de insecticidas de accién residual (malation,
yodofenfos, lindano) en lugares de cria y en lugares de reposo de los fleb6tomos,
especialmente en localizaciones peridomésticas ricas en vegetacion (viviendas,
alojamientos de animales, paredes de piedra, basureros y otros lugares donde el
vector se reproduce). Otra posibilidad es la lucha ecoldgica, mediante desforestacion
y reforestacion con especies vegetales desfavorables para el crecimiento de los
fleb6tomos (ACHA, 1988), (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999), (E. J. L. Soulsby,
1987).

2. Lucha contra los reservorios.

Se dirige a reducir la fuente de parasitos. Para ello se requiere la identificacion de los
reservorios silvestres (ratas), reservorios peridomésticos (perros vagabundos) y
perros domeésticos. Cada uno de estos grupos exige la aplicacion de medidas
diferentes. Los reservorios silvestres tienen que ser localizados y eliminados. Los
perros vagabundos, que son un reservorio mas eficaz que los silvestres, también
tienen que controlarse, bien con eliminacién completa de la poblacion de perros
vagabundos o en su defecto, con el diagnéstico y la eliminacién inmediata de todos
los animales infectados. La actuacion con los perros domésticos es diferente; hay en
primer lugar que detectar todos los perros domeésticos que actien como reservorios,
para lo cual se precisa la adopcion de programas regulares de diagnostico de toda la
poblacion que hay que controlar: en los meses de noviembre a enero se pueden
detectar los casos infectados en la temporada de transmision anterior (mayo a
septiembre). Con los perros infectados se procederia (segun las circunstancias) al
sacrificio o al establecimiento inmediato del tratamiento, con el objetivo de eliminar o
reducir la capacidad infectante de ese perro durante la temporada de transmision
(ACHA, 1988), (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999), (Urguart, 2001), (E. J. L.
Soulsby, 1987).
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Hay que recordar que es largo (muchas veces indefinido), caro, un tratamiento y que
muy pocas veces se llega a la curacion total del perro. Hay muchos farmacos que
han mostrado eficacia en el tratamiento, sin embargo los mas estudiados y utilizados
son las sales de antimonio y el alopurinol. Generalmente se aplican dosis diarias, por
via subcutanea, intramuscular o intravenosa, durante unos 40 dias, repitiendo con
frecuencia el tratamiento después de un periodo de descanso (15-30 dias). De esta
forma, un porcentaje notable de los animales tratados muestra una clara
recuperacion clinica, aunque sin certeza de curacion parasitoldgica (Garcia Ramos,
P. 2001), (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

3. Proteccion de los hospedadores definitivos.

Se incluyen en este apartado las medidas que impide la infeccion del hombre y de
los perros domésticos, que segun diversos estudios, es la via mas prometedora de
control de la enfermedad (junto con la eliminacién de los vectores). Puede
considerarse interceptando vectores (es decir, protegiendo al perro de la picadura del
vector, con lo que impide la inoculacién del parasito) y mediante el desarrollo de
resistencia en los hospedadores. Esta ultima posibilidad tiene como base la
inmunoprofilaxis, empleando vacunas. Se han realizado ya algunos ensayos en el
perro, con parasitos integros y con componentes antigénicos y, aunque los
resultados hasta ahora disponibles no son definitivos, ésta es una linea de
investigacion en la que estan cifradas gran parte de las posibilidades inmediatas de
control de la enfermedad (CORDERO DEL CAMPILLO, M. 1999).

Tratamiento en humanos en El Salvador:
Los medicamentos en orden de prioridad para la forma cutanea.

1. Antimonial de N metil glucamina a dosis de 10 a 20 mg. x kg. de peso IV lento

o IM por 20 dias consecutivos.

2. Pentamidina 4 mg x kg IM cada 2 dias hasta completar 2 gr.
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3. Anfotericina B: 0.5 mg x kg x dia IV aumentando 1 mg. x kg. en dias
alternados (maximo 50 mg x dia) (Archivos Unidad de Salud de San

Ildefonso).

1.11 LEISHMANIOSIS CUTANEA

Sinonimia . Leishmaniosis cutanea, ulcera de los chicleros, espundia, pian bois.
En las Américas, uta y buba. En el Viejo Mundo, furinculo de oriente, boton de

Alepo, de Bagdad o de Delhi, y otros nombres locales.

Etiologia . Protozoos flagelados de la familia Trypanosomatidae, genero Leishmania,

cuyo ciclo biolégico es relativamente simple.

Distribucion geografica . Algunas leishmanias de las Américas parecen ser
autoctonas, pero otras pueden haber sido importadas del Viejo Mundo. La
leishmaniosis cutanea humana se presenta en las Américas desde el sur de México
hasta el norte de la Argentina. En las islas del Caribe solo hay leishmaniosis
autéctona en la Republica Dominicana; en contraste en América del Sur solo Chile y

el Uruguay estan libres del parasito.

La enfermedad en el hombre . La leishmaniosis cutanea es una enfermedad
polimorfa que afecta la piel, o la piel y las mucosas. La lesibn empieza como un
eritema pruriginoso que mas tarde forma una papula, la cual se transforma en una
ulcera indolora. El periodo de incubacion dura entre una semana y varios meses. Las
lesiones pueden ser Unicas o multiples y, ocasionalmente, no ulcerativas y difusas.
Aunque en general se curan espontaneamente en unas semanas 0 meses, en
ocasiones pueden persistir durante un afio o mas. Se ha confirmado que la cura
espontanea de la leishmaniosis en el hombre depende de la inmunidad mediada por

células.

La enfermedad en los animales . En las Américas, solo se habian identificado en el

perro la L. braziliensis peruviana de la leishmaniosis cutanea humana y L. donovani
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chagasi de la leishmaniosis visceral humana. L. braziliensis se encontré en perros de
Sao Paulo, Brasil. Debido a la dificultad para identificar la especie de parasito, el
agente etiolégico de la leishmaniosis de los perros a veces se denomina
simplemente L. canis.

Cualquiera sea la especie que causa la infeccién, los perros presentan con

frecuencia tanto manifestaciones cutdneas como viscerales (ACHA, 1988).

1.12 LEISHMANIOSIS VISCERAL

Sinonimia . Kala-azar, calazar, fiebre Dum-Dum, ponos, fiebre esplénica infantil,

esplenomegalia tropical y leishmaniosis dérmica post-kala-azar.

Etiologia . Aunque la leishmaniosis visceral es causada generalmente por L. chagasi
en las Américas, y por L. donovani o L. infantum en el Viejo Mundo, se han informado
casos de leishmaniosis visceral por L. amazonensis y de leishmaniosis cutdnea por

L. infantum.

Distribucion geografica . L. donovani donovani se presenta en Bangladesh y la
India, y quizds en China y Nepal. L. donovani infantum se distribuye por Africa
oriental, occidental y central, las antiguas republicas soviéticas del Asia Central, la
costa del Mediterrdneo europeo y africano, Afganistan, Arabia Saudita, el norte y
noroeste de China, Egipto, Irdn, Iraqg, Israel y Yemen. L. donovani chagasi se
presenta en la regidén nordeste y parte de la region este del Brasil, aunque también
se han registrado focos pequefios en las regiones norte y centro oeste. Se han
diagnosticado casos esporadicos de la enfermedad en el norte de Argentina, Bolivia,
Colombia, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Paraguay, Suriname

y Venezuela, y en las islas de Guadalupe y Martinica.

Presentacion en los animales . La investigacion de la prevalencia en los animales
por lo comun se enfoca en los perros, porque constituyen la principal fuente de

infeccidon para el hombre en muchas zonas y porque son las victimas mas frecuentes
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de la infeccion en el sur de Europa. Sin embargo, tanto los canidos silvestres como

los roedores también pueden ser reservorios en areas especificas.

La enfermedad en el hombre . El periodo de incubacion por lo general dura entre
dos y seis meses, pero puede variar desde diez dias a varios afios. La enfermedad
se instala en forma insidiosa entre los pobladores de las areas endémicas y su curso
es cronico. El inicio de la enfermedad puede ser brusco en las personas procedentes
de areas indemnes. Se presenta fiebre prolongada e irregular, algunos pacientes
presentan tos, diarrea y sintomas de infecciones intercurrentes. La enfermedad se
caracteriza por esplenomegalia y mas tarde hepatomegalia; la linfoadenopatia es
comun en algunas regiones; también se puede presentar anemia con leucopenia,
edema, aumento de la pigmentacion de la piel, emaciacion y el abdomen se torna a
veces protuberante debido a la esplenomegalia y hepatomegalia. En los pacientes no

tratados la mortalidad es muy alta.

La enfermedad en los animales . La leishmaniosis visceral de los perros domésticos
también se presenta en focos geograficos. Frecuentemente, pero no siempre, la
prevalencia en el hombre y los perros tiene una magnitud similar en una misma area,
aunque puede haber zonas con infeccibn canina sin infeccion humana. La
enfermedad causa lesiones cutaneas y sistémicas, pero las primeras son mas
evidentes. El periodo de incubacion dura entre tres y siete meses. Las lesiones
cutaneas incluyen areas alopecicas descamativas, inflamatorias y no pruriginosas,
mayormente alrededor de los 0jos, las orejas, la cara y los pies. Si bien esas lesiones
pueden evolucionar y transformarse en nédulos, erosiones y costras, las pustulas
son excepcionales. Los signos sistémicos mas frecuentes son fiebre intermitente,
anemia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia, linfadenopatia, esplenomegalia,
letargia y pérdida de peso. A veces se presentan episodios de diarrea,

glomerulonefritis y poliartritis (ACHA, 1988).
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1.13 LEISHMANIOSIS MUCOCUTANEA
Sinonimia . “espundia”
Etiologia . L. braziliensis y por L. braziliensis panamensis

Distribucion geogréfica . Bolivia, Brasil, Colombia, Paraguay, Peru, Venezuela,
Costa Rica, Panama, Guatemala, Honduras, Belice, Ecuador, Guayanas britanica,

francesa y holandesa.

La enfermedad en el hombre . Hasta en el 80% de los casos puede haber
propagacion metastasica de la mucosa oronasal/faringea durante la presencia de la
lesion primaria 0 hasta 30 afios después. La ulceracidn y la erosion destruyen
progresivamente el tejido blando y el cartilago de la cavidad oronasal/faringea, con
inflamacion de la nariz y labios. La destruccidn del septo nasal produce el aspecto de
la nariz de tapir. Este proceso puede ser doloroso o no. Es frecuente la infeccion
secundaria. El sufrimiento y la mutilacién son notables y se puede producir la muerte

por bronconeumonia o malnutricion (Seminario No).

La enfermedad en los animales . Cualquiera sea la especie que causa la infeccion,
los perros presentan con frecuencia tanto manifestaciones cutaneas como viscerales
(ACHA, 1988).

2. JUSTIFICACION.

El Salvador cuenta con zonas que reunen las condiciones Optimas tanto para la
prevalecia del parasito Leishmania, asi como para el desarrollo de sus vectores:
Lutzomyia longipalpis, Lu. evansi, Lu. cayennensis, Lu. cruciata, Lu. barrettoi,
Lu. deleoni, Lu. gomezi y Lu. chiapaensis, y un reservorio ideal como es el caso
del canido, de modo que garantiza el desarrollo completo y contindo del ciclo
biolégico del parasito. Un ejemplo seria San lldefonso municipio de San Vicente, en

donde desde 1974 se han venido registrando casos de la enfermedad.
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En El Salvador a pesar de conocer la existencia de Leishmania, y conocer técnicas
de laboratorio comunes como un frotis 0 un aislamiento en cultivo para un
diagndstico confiable, nunca se ha realizado una investigaciéon en canidos. Es por
eso que se pretende efectuar un estudio, con el objetivo de determinar que el perro
es reservorio principal del parasito en nuestro pais y con el fin de aportar al pais y al
municipio de San lldefonso informacidn valiosa para el control y prevencion de dicha
enfermedad, ya que al encontrar casos de perros positivos se aportaria informacion
valiosa para que las autoridades competentes tomen las medidas correspondientes
para el control de estos animales pues hasta este momento se desconoce la

participacion del canino en la transmision de la enfermedad a los humanos.

La Leishmaniosis canina es una parasitosis con una doble repercusién: por un
lado, en salud publica, dado el caracter zoonético del proceso y el papel del perro
como reservorio y por otro en medicina veterinaria, en la que, por su notable
incidencia, dificultad del diagnostico precoz y relativa falta de eficacia del tratamiento,

constituye una enfermedad altamente problematica.

3. HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

Hi: En los canidos domésticos de dos cantones de San lldefonso, departamento de

San Vicente existe infestacion con el parasito Leishmania.

4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION .

» Objetivo General :

Determinar la presencia de Leishmania spp en los canidos domésticos de dos
cantones del municipio de San lldefonso, departamento de San Vicente, a través de
pruebas de laboratorio como son el frotis y cultivo, y establecer su participacién como

reservorio.
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* Objetivos Especificos:

Identificar la presencia de amastigotes de Leishmania en frotis de aspirado

ganglionar de perros domesticos.

Identificar la presencia de promastigotes de Leishmania en cultivo de aspirado

ganglionar de perros domesticos.

Establecer el porcentaje de canidos domésticos del municipio de San lldefonso que
evidencian la presencia del parasito Leishmania.

Establecer la importancia del perro como reservorio principal, en relacion con la

aparicion de brotes de Leishmania en humanos en San lldefonso.

5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 GENERALIDADES

5.1.1 Ubicacion Geografica

La investigacion se llevd a cabo en 79 canidos domésticos, ubicados en los
cantones San Lorenzo y Lajas y Canoas del municipio de San lldefonso,
departamento de San Vicente, El Salvador. El area del municipio mide 136.37 kms?;
y el perimetro 61.5 kms. La cabecera municipal del pueblo de San lldefonso 25.5
kms al E de la ciudad de San Vicente, situada a 200 metros SNM. Entre las
coordenadas geograficas centrales 13°42'24” LN y 88°33'40”"LWG. Su poblacién es
de 7,799 personas censadas en el afio 2007, y el municipio clasificado en pobreza

extrema severa.

La fase de laboratorio se desarroll6 en las instalaciones de el Laboratorio de
Parasitologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), de la
Universidad de El Salvador, y en las instalaciones del Laboratorio Central “Dr. Max

Bloch”, Area Clinica del Ministerio de Salud.
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5.1.2 Duracion de la Investigacion

La investigacion se realizé durante los meses de Abril a Noviembre de 2008, dividida
en dos fases: una de campo (toma de muestras) y otra de laboratorio, las cuales se

realizaron simultaneamente.

6. OBJETO DE ESTUDIO

Las unidades experimentales a utilizar en el estudio fueron canidos domésticos; los
cuales son utilizados como perros de compafiia en las labores campesinas,

realizando un estudio completamente al azar.

7. DETERMINACION DEL TAMANO DE MUESTRA.

Para determinar el tamafio de la poblacion se tomo como referencia el censo anual
de la campafa de vacunacién antirrabica de la Unidad de Salud de San lldefonso del
afio 2007 que fue de 472 cénidos. Para obtener la muestra nos auxiliamos del
“Programa de Calculo del Tamafio Muestral para la Estimacion de la Prevalencia”, de
T&T, empresa espafiola/inglesa dedicada al disefio, realizacidén y analisis estadistico
de experimentos con animales. A efectos de maximizar la confiabilidad y exactitud
del estudio se utiliz6 como prevalencia estimada el 50% y el nivel de confianza del
95% (TESTS AND TRIALS, 2001).

Poblacion: 472 animales

Confianza: 95%

Precision: 10%

Prevalencia: 50%

Numero de muestras = 79 animales.

El estudio se realizo completamente al azar no importando el sexo, ni edad, ni
sintomatologia clinica de los animales.
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8. METODOLOGIA DE CAMPO.

8.1 Toma de muestra de aspirado popliteo

Para este estudio se recolectaron 79 muestras de aspirado popliteo de un total de

472 canidos domésticos de los cantones San Lorenzo y Lajas y Canoas del

municipio de San lldefonso depto. De San Vicente, El Salvador.

El estudio se realizo completamente al azar no importando el sexo, edad, ni

sintomatologia clinica de los animales.

El procedimiento durante la toma de muestra (aspirado popliteo), fue el siguiente:

Los animales fueron seleccionados al azar y sujetados adecuadamente para

su manipulacion.

Posteriormente se realiz6 la limpieza y desinfeccion (jabon antiséptico, suero
fisiologico y alcohol 90%) del area de puncion (nédulo popliteo) para obtencion

de la muestra.

Por punciéon de nédulo popliteo se obtuvieron aproximadamente 0.1ml de
aspirado, se ejercid varias veces una presion ligera en el nédulo y se hicieron
movimientos de la aguja varias veces hacia atras y hacia delante, y
posteriormente se procedio a retirar. Utilizando jeringas estériles descartables
de 3ml con aguja de 21 x 1 Y.

Inmediatamente obtenida la muestra se depositaba el aspirado sobre un

portaobjeto para realizar frotis, realizando 2 frotis por muestra.

Se colocé parte del aspirado sobre un portaobjeto limpio. Con la parte
posterior de la aguja se extendi6 el aspirado sobre el centro de la lamina. El
aspirado formé una monocapa fina y homogénea. Se secO rapidamente
abanicando el portaobjetos en el aire, estas eran depositadas y transportadas

en un laminero.
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Para el cultivo fue tomado el aspirado del nédulo popliteo del otro miembro,
con el mismo tipo de jeringa a la cual se le adicionaba 0.8ml de solucion de
Locke, se aspiro esperando que la solucion que es completamente incolora

tomara un aspecto turbio.

Inmediatamente se inoculo en el medio NNN (Novy-Nicolle-McNeal) en tubos
de ensayo con tapon de hule, que permanecian sellados con papel parafina y

almacenados a temperaturas de 4 a 12°C.

Tanto el frotis como el tubo se identificaron con nombre del perro y fecha de la

toma de la muestra.

Las muestras obtenidas eran almacenadas y transportadas al laboratorio en

una hielera a temperatura de refrigeracion.
8.2 Materiales y Equipo de campo

Jeringas descartables con capacidad para 3 ml con agujade 21 x 1 %2
Jabon antiséptico

Suero fisiolégico

Alcohol

Algoddn

Gasa

Bolsas plasticas grandes
Gabacha blanca

Tirro

Gelatinas (refrigerantes)
Gradillas para tubos de ensayo
Lamineros

Hielera

Casa perro

Papeleria en general
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» Boligrafos

* Tubos de ensayo al vacio
* Un galén de agua

* Vehiculo

* Porta objetos

« Guantes

9. METODOLOGIA DE LABORATORIO

9.1Técnica de tincion de frotis de aspirado gangli  onar

Examinar los frotis tefiidos con la coloracion de Giemsa utilizando un objetivo de
inmersion en aceite con aumento de 100X, permite observar amastigotes de
Leishmania como organismos redondos u ovalados, muy pequefios, de
aproximadamente 3 um x 5 pm, que se encuentran dentro o fuera de células
fagocitarias (macrofagos). Cada amastigote contiene un nucleo rojo malva, un
pequefio cinetoplasto que se tifie mas intensamente de rojo malva, y un citoplasma
celeste. La caracteristica diagnostica especifica que hay que buscar en la
Leishmania es la presencia de un ndcleo y un cinetoplasto en estos organismos
(MSPAS, 1996).

9.1.1 Materiales y reactivos

» Portaobjetos

* Metanol

* Agua desmineralizada
* Solucion Giemsa

* Solucion Buffer

e Tirro

» Papel Toalla
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9.1.2 Equipo
* Bandeja para coloracion de laminas
* Pizeta
» Gotero (aceite de inmersion)
* Microscopio compuesto

 Gabacha blanca

9.1.3 Metodologia

En el laboratorio los frotis fueron colocados en una bandeja de coloracion, y fijados
con metanol por 1 minuto, se procedié a cubrir el frotis con colorante de Giemsa
diluido, (a razon de 1 ml de solucion buffer poner de 4 a 5 gotas de colorante puro y
mezclar). Dejar 30 minutos en reposo, lavar con agua de chorro y dejar secar a
temperatura ambiente. Realizado este proceso se procedié a su observacion directa

al microscopio utilizando el método en zig-zag, con los objetivos 40X y 100X.
9.2Método de aislamiento en cultivo NNN (Novy-Nico  lle-McNeal)

Si las condiciones locales permiten la preparacion de un medio de cultivo apropiado,
puede prepararse un cultivo aséptico de material de los aspirados de nddulo linfatico
o de médula 6sea. Si los cultivos no estan contaminados por bacterias u hongos, al
examinarlos con el microscopio 7 a 14 dias después de haber inoculado los
aspirados, pueden encontrarse formas promastigotes flageladas que nadan
libremente (MSPAS, 1996).

9.2.1 Materiales y Reactivos

* Portaobjetos

» Cubreobjetos

» Papel toalla

* Tubos de ensayo al vacio

* Solucion de sales equilibrada con prolina

* Agua destilada
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* Peptona bacteriolégica

» Extracto de carne vacuna

» Sangre de conejo desfibrinada
* Agar (simple, no nutritivo)

* Solucidon de Locke

9.2.2 Equipo

¢ Camara de flujo laminar

* Microscopio compuesto

* Gabacha

* Pizeta

* Gradilla para tubos de ensayo

» Becker con solucidn de descarte para pizeta y laminas

* Bandeja porta ldminas

9.2.3 Metodologia

Los cultivos fueron examinados en el laboratorio, a los 5y 10 dias después de haber
inoculado los aspirados, se tomo una alicuota de la parte liquida de el medio y se
coloco entre lamina y laminilla. Se observaron al microscopio utilizando un objetivo
con un aumento de 40X, mediante el método de zig-zag. Tratando de encontrarse

formas promastigotes flageladas que nadan liboremente.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION.

No se pudo evidenciar la presencia de Leishmania spp tanto en frotis como en cultivo
en los canidos muestreados, a pesar de que el 86.07% presentaba sintomatologia
compatible con la enfermedad, y que el estudio se realizo en una area donde la

leishmaniosis se considera endémica (humanos).

En los frotis no fue posible evidenciar la presencia del agente debido a que es menos
factible encontrarlo en muestras de aspirado de ganglio linfatico que en muestras
tomadas de medula ésea, lo cual no se practico por la dificultad de realizar esta
técnica a nivel de campo, no obstante que el muestreo fue al azar y se observo
sintomatologia compatible con leishmaniosis en gran porcentaje de los animales. La
explicacién podria deberse, tal como indican las referencias, que en nodulo linfatico
existe una elevada dilucion de los agentes en animales enfermos (1 a 10 parasitos X
1000 campos).

En cuanto a los cultivos, los resultados no fueron los esperados, probablemente
porque no se lograron reunir las condiciones que se requieren a nivel de campo, de
tal manera que el posible crecimiento de los promastigotes fue impedido por la
proliferacion de otros microorganismos. Ademas, los resultados podrian haber sido
exitosos con respecto a dicho aislamiento, si el nimero de aspirados de noédulos
linfaticos infartados hubiera sido mayor, tal como Luigi Gradoni afirma que las

posibilidades se incrementarian en un 10%, comparado con una sola muestra.
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11.

CONCLUSIONES.

En esta investigacion no se pudo evidenciar la presencia de Leishmania spp

en canidos domeésticos por medio de los métodos de tincion de frotis y cultivo.

En el estudio no se pudo comprobar la participacion del perro como reservorio,
en relacion con la aparicion de brotes de Leishmania en humanos en San
lldefonso, pese a que el 86.07% de los canidos presentaban sintomatologia

compatible.

Es posible que los casos evaluados no cursaran la enfermedad en condiciones
de cronicidad, situacion que de acuerdo a las referencias  estaria

disminuyendo las posibilidades de identificar o aislar el agente etiologico.

En el caso de que el perro no actie como reservorio, la investigacion
epidemiolégica se deberia orientar en la busqueda de otros agentes,
incluyendo la posibilidad de que la Leishmania se este transmitiendo

vectorialmente de humano a humano.
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12.

RECOMENDACIONES.

Realizar otras investigaciones en el municipio de San lldefonso utilizando
métodos diagndsticos que cuenten con una elevada sensibilidad y
especificidad, tal como la técnica diagnostica de Inmunofluorescencia Indirecta
(IFl) ya que es consenso general de investigadores, ademas porque es la

prueba prescrita por la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE).

Ejecutar estudios orientados a determinar otras especies animales que

puedan actuar como posibles reservorios de Leishmania.

Tomar en cuenta anamnesis y sintomatologia clinica compatible con
Leishmania en futuras investigaciones, con el fin de incrementar las
posibilidades de identificar el agente etioldgico y realizar un diagnéstico mas
confiable.

En la transmision de la leishmaniosis la prevencion por parte de las
autoridades correspondientes debe ir orientada al control de los vectores,

siendo en el pais el mas importante Lutzomyia longipalpis.

Al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social tomar en cuenta a los
canidos domeésticos de San lldefonso como una fuente de contaminacion de
una amplia variedad de enfermedades que pueden repercutir en la salud de la
poblacién de dicho municipio.
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Figura A2: Distribucion de la leishmaniosis viscera | y cutanea atipica
causada por Leishmania chagasi en El Salvador.

Figura A3: Distribucion de la leishmaniosis cutanea y mucocutanea en El
Salvador.
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