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RESUMEN

En el presente trabajo se presenta la
seroprevalencia de la leishmaniasis visceral
canina (LVC), zoonosis causada por Leishmania
infantum/chagasi. Se realizaron pruebas serolégicas
y examen clinico a 15.822 perros de 13 entidades
federales endémicas para la leishmaniasis visceral
en Venezuela, en el periodo 2004-2012. Los
sueros fueron analizados mediante ELLISA con
el antigeno recombinante rK39. Los resultados
muestran que 14,8% de la poblacién de caninos
son positivos para LV. Los estados Lara (19%) y
Guarico (18%) mostraron una mayor prevalencia
de la enfermedad. Sin embargo, para los afnos
2010-2012, la prevalencia de la LVC para las
entidades federales como Anzoategui, Aragua,
Carabobo, Cojedes, Nueva Esparta y Sucre se
mantuvieron entre un 3% y un 31%. Los caninos
seropositivos (67,1% machos y 32,9% hembras)
tenian edades promedio de 4,8 +2,9 afios. E181%
de los caninos seropositivos encontrados en estas
zonas, no presenté signos clinicos caracteristicos
de LVC, mientras que la clinica presentada por
el resto fueron ulceraciones cutaneas (8,5%),
alopecia (9,4%) y onicogrifosis (19,2%). Este
reporte muestra la distribucién geografica (tanto
en zonas rurales como urbanas) y caracteristicas

ABSTRACT

This study discloses the seroprevalence of
canine visceral leishmaniasis (CVL), a zoonotic
disease caused by Leishmania infantum/chagasi. In
this study, serological tests and clinical examinations
were performed in 15,822 dogs from 13 federal
entities endemic for visceral leishmaniasis in
Venezuela, during the period 2004-2012. Serum
samples were analysed by ELISA against the
recombinant antigen rK39. Results demonstrated
a prevalence of 14.8% of positive dogs for VL.
Lara (19%) and Guarico (18%) states showed the
highest seroprevalence of the disease. However, for
the years 2010-2012, the prevalence of CVL for
federal entities as Anzoategui, Aragua, Carabobo,
Cojedes, Nueva Esparta, and Sucre remained
between 3% and 31%. The seropositive canines
(67.1% males and 32.9% females) average
4.8+2.9 years of age and 81% of the dogs found
in these endemic areas did not show clinical signs
characteristic of LVC, while clinical symptoms
presented by the rest were skin ulceration (8.5%),
alopecia (9.4%) and onychogryphosis (19.2%).
This report demonstrates the geographical
distribution (both rural and urban) and most
striking clinical features of parasitized dogs in
different endemic regions of the country, in order
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clinicas mas resaltantes de perros parasitados en las
diferentes regiones endémicas del pais, con el fin
de tomar medidas estratégicas que fortalezcan los
programas de control y prevencién de esta zoonosis
problema de salud piblica.

(Palabras clave: Estudios seroepidemiolégicos
perro; endemia; leishmaniasis; elisa; leishmaniasis;
Z00nosis)

INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral (V) o kala-azar es
una enfermedad zoonética considerada un problema
de salud piblica a nivel mundial. Es producida por
un protozoario del género Leishmania de la familia
Trypanosomatidae. Estos parasitos digenéticos,
presentan dos estadios durante su ciclo de vida: el
promastigote, forma extracelular flagelada y una
forma redondeada intracelular aflagelada, la cual
se denomina amastigote [1,2], ésta se multiplica
en células mononucleares fagociticas. LLa forma
promastigote es transmitida a algunos mamiferos,
entre ellos los humanos, por la picadura del
insecto vector del género Lutzomyia en América y
Phlebotomus Europa, Asia y Africa [3-6].

En América, la LV fue descrita por primera vez
en 1913 por Migone en La Asuncién, Paraguay,
en un paciente proveniente de Mato Grosso, Brasil
[7]. En Venezuela, Martinez y Pons en 1941, dan
a conocer el primer caso autéctono de IV humana
procedente del estado Guarico [8]; anos después,
Medina en 1960, describié el primer hallazgo para
Venezuela, de perros infectados con Leishmania
[9]. Posteriormente, Torrealba en 1970, publica una
inspeccién de 112 perros en zonas rurales del estado
Guarico, de los cuales, aproximadamente el 10%
estaba infectado con esta parasitosis [ 10], asi mismo
se reporta en el 2003, de un total de 3.025 perros,
un 13,2% fueron seropositivos a Leishmaniasis
visceral canina (LVC)en diferentes focos endémicos
del pais [11].

Varios estudios han demostrado que los perros
domésticos son los reservorios principales para
la L. infantum/chagasi. Los perros infectados
desarrollan la LVC [5, 12, 13], infeccién crénica
de la que un gran porcentaje no presenta signos
clinicos (asintomaticos), manteniendo la infeccién
en un estado subclinico que puede durar un largo

to take strategic actions to strengthen the control and
prevention programs of this public health problem.

(Key words: Seroepidemiologic studies; dogs,
endemics, leishmaniasis, elisa, leishmaniasis;
Zoonoses)

periodo de tiempo sin evolucionar a una enfermedad
activa. Sin embargo, la progresién de la enfermedad
genera la aparicién de signos clinicos y el deterioro
de la inmunidad (sintomaticos), que eventualmente
conlleva a la muerte del animal [5, 13, 14].

El cuadro clinico de la LVC est4 caracterizado
por una gran diversidad de signos y lesiones que
dependen del estado inmune del animal, del grado de
infeccién, del tiempo de evolucién de la enfermedad y
de los 6rganos afectados [5, 11, 15]. Las caracteristicas
clinicas pueden incluir: dermatitis, alopecia, ulceracién
cutanea, onicogrifosis, problemas de locomocién,
anorexia, pérdida de peso, linfadenopatia, caquexia,
lesiones oculares, esplenomegalia, hepatomegalia e
insuficiencia renal [14, 16, 17]. En la fase terminal
de la enfermedad puede producirse nefritis, paresias,
paralisis, hiperestesia e hipoestesia con congestién
de las meninges, caquexia y muerte del perro. Sin
embargo, se ha reportado que mas de la mitad de
los animales infectados son asintomaticos [14, 18],
pero son capaces de transmitir el parasito al vector
[19,20], representando un grave problema ya que
contribuye con el mantenimiento del ciclo de vida de
la Leishmania y la transmisién a humanos.

Actualmente, en el diagnéstico serolégico se
detectan anticuerpos anti-leishmania, lo cual constituye
una evaluacién temprana, rapida, facil, efectiva que
es utilizada tanto para el diagnéstico en humanos
como en perros. Entre las pruebas de diagnéstico
usadas se dispone de la inmunofluorescencia indirecta
(IFI), la prueba de aglutinamiento directo (DAT)
y las pruebas inmunoenzimaticas como el ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) [12, 21].
Esta dltima puede ser facilmente aplicada a un
gran nimero de muestras y posee un alto nivel de
especificidad y sensibilidad [22-24]. Si bien las
pruebas convencionales de ELLISA utilizan parasitos
completos o fracciones de antigenos del parasito,
son muy sensibles y pueden resultar poco especificas
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debido a las reacciones cruzadas con otras especies
del parasito u otros tripanosoméatideos como T.
cruzi, mas si se trata de zonas en las cuales ambas
enfermedades pueden coexistir. Este inconveniente
se sobrepone con el uso de antigenos recombinantes,
como el rK39, que ha demostrado ser una herramienta
altamente especifica para la deteccién de perros
infectados con L. infantum/chagasi, con un indice de
alrededor del 97% de especificidad y sensibilidad [12,
24-271.

El presente trabajo evalu6 la seroprevalencia de la
LVC en los focos endémicos de Venezuela, relacionando
la seropositividad al ELLISA-rK39 con la presencia o no
de signos clinicos en estos caninos.

MATERIALES Y METODOS

Los sueros y los datos clinicos de los caninos
estudiados fueron tomados por cada uno de los servicios
de dermatologia sanitaria regionales, conjuntamente
con la coordinacién regional de zoonosis adscrita al
Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS)
en los diferentes focos endémicos en los estados del pais
evaluados, en el marco del Programa Control de la LV
en Venezuela [28]. Las muestras fueron enviadas y
procesadas en el Laboratorio de Inmunologfa II del
Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit, Caracas,
Dto. Capital, excepto para las muestras del estado
Nueva Esparta, las cuales fueron procesadas en el
Laboratorio de Leishmaniasis de la Corporacién
de Salud (CORPOSALUD) del MPPS-Nueva
Esparta. Todos los métodos la recoleccién de datos
y las muestras biolégicas fueron realizados bajo
consentimiento informado de los duefios de los
perros, siguiendo las regulaciones éticas instauradas
para el uso de animales de laboratorio establecidas
en la Ley de Proteccién Animal y de acuerdo con

el Cédigo de Ftica para la Vida del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon (MPPCTT) [29].
LLa manipulacién de los animales muestreados se llevé
a cabo siguiendo los procedimientos incluidos en el
Capitulo 3 del mencionado cédigo de ética [29]. El
consentimiento informado y la informacién recolectada
por el estudio realizado en el estado Nueva Esparta,
fue elaborado por el proyecto “Leishmaniasis Visceral
Canina: Estudio Epidemiolégico e Inmunolégico
en Focos Endémicos del estado Nueva Esparta del
Principal Reservorio de la Enfermedad en Venezuela”,
de acuerdo con los lineamientos del Cédigo de Etica
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para la Vida del MPPCTTy aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto de Biomedicina UCV-MPPS.

Area de Estudio, Poblacién de Animales y
Toma de las Muestras Serolégicas

Para la realizacién del estudio, se utilizaron
15.822 perros de diferentes regiones endémicas para
la LVC en Venezuela, entre los anos de 2004 al 2012
(Cuadro 1).

Mouestras de suero

La informacién de cada animal fue registrada
en variables independientes: género, edad, presencia
de ectoparasitos (pulgas y garrapatas) y condicién
clinica (ulceracién cutanea, alopecia, adenomegalia,
onicogrifosis, hepatomegalia y esplenomegalia). Las
muestras de sangre completa fueron colectadas por
venopuncién de la vena cefalica o vena yugular y
colocadas en tubos sin anticoagulante y centrifugadas
a 380 g por 10 min. Se tomaron alicuotas de 0,5
mL de los sueros y se guardaron a -20°C, para su
posterior estudio.

Prueba de ELISA especifica contra recombinante
1K 39 de Leishmania

Las pruebas de ELISA fueron realizadas
segiin protocolos descritos previamente [30-32]. Se
sensibilizaron placas de poliestireno con 40 ng/pozo
con antigeno recombinante rK39 y se incubaron
con las muestras de sueros diluidas (1/100).
Posteriormente, se colocé un anticuerpo secundario
contra IgG canina conjugado a peroxidasa, se revelé
con peréxido de hidrégeno y orto-fenilendiamina. Se

Cuadro 1. Areas endémicas estudiadas de Leishmaniasis

Visceral Canina en Venezuela, periodo 2004 a 2012

. Area Perros
Estalos Municipios Endémica  Examinados
Anzoategui 9 36 508
Avragua 8 16 596
Bolivar 4 5 37
Carabobo 6 18 362
Cojedes 2 4 49
Falcon 1 1 8
Guérico 8 41 1.764
Lara 4 32 644
Monagas 1 1 97
Nva. Esparta 9 86 11.142
Sucre 4 16 591
Trujillo 2 2 10
Yaracuy 2 2 14
Total 60 260 15.822




Rev. Fac. Cs. Vets. - UCV. 56 (1): pdgs. 42-51. 2015

establecié positividad a partir de 0,060 de densidad
é6ptica, determinado con un punto de corte o cut-off
(promedio = 2 desviaciones estindares) de densidad
6ptica obtenida con las muestras de 25 caninos
controles sanos provenientes de cada foco endémico y

no endémico para LV [30-32].

Analisis Estadistico

Las variables independientes, resultado del examen
clinico y de las pruebas del diagnéstico por ELISA
(rK39), fueron tabuladas y analizadas mediante
estadistica descriptiva, a través del software de Microsoft
Excel versién 14.0 para Windows.

RESULTADOS

Del total de muestras (15.822) analizadas, 2.339
(14,8%) resultaron positivas por ELISA rK39, siendo
las entidades federales mas afectadas los estados Lara
y Guarico con 19% y 18%, respectivamente (Figura
1), seguidas por los estados Anzoategui (16%),
Aragua (13%), Nueva Esparta (13%), Trujillo
(10%), Sucre (9%), Yaracuy (7%), Carabobo (5%)
y Cojedes (3%). Las muestras de perros recolectadas
de los estados Monagas, Bolivar y Falcén, no dieron
positividad a ELISA-rK39. Para las otras 11 entidades
federales que conforman a Venezuela, no se poseen
registros de toma de muestras de caninos, enviadas
para su procesamiento mediante ELISA-rK39 a las
diferentes instituciones involucradas en este estudio.

De los 2.339 caninos seropositivos (Cuadro 2),
67,1% eran machos, con edades comprendidas entre
1,8 y 7,7 anos (edad promedio: 4,75 * 2,95 afos
de edad). Las sintomatologias clinicas, mas comunes
fueron onicogrifosis (19,2%) y ulceracién cutanea
(8,5%); s6lo 0,68% de los perros enfermos present6
hepato/esplenomegalia. Por otro lado, el 14,1% de
los perros con LVC, presenté ectoparasitos como
garrapatas y/o pulgas.

El comportamiento de la enfermedad en este
periodo de estudio (Cuadro 3), mostré que las entidades
con mayor prevalencia de perros infectados (de los
focos endémicos de los estados Lara, Nueva Esparta
y Guarico), fueron las mas afectadas durante todo el
periodo, manteniéndose entre 9% y 23% la poblacién de
caninos infectados. LLos focos del estado Lara tuvieron
un mayor repunte de la enfermedad, con 20% para los
afios 2010 y 2011. La mayor ocurrencia de LVC para
los focos en el estado Nueva Esparta se presento entre

el periodo 2004-2007; posteriormente, decay6 12,5%
para el 2011 y aument6 5,5% para el tltimo afio de
estudio. Por otro lado, durante los afios 2008-2009,
los focos de los estados Carabobo (16,9%) Por otro
lado, se observa un incremento en la prevalencia de los
focos de Carabobo (16,9%) y Sucre (11,6%) durante
los afios 2008 y 2009, y en los focos de Anzoategui
(31,2%) y Aragua (16,7%), en el ano 2012. De los
estados Bolivar, Cojedes, Falcon, Monagas, Trujllo
y Yaracuy, el estudio se realizé en diferentes periodos
de anos, dando negativo para la LVVC en los focos de
los estados Bolivar, Falcén y Monagas, mientras que

Trujillo y Yaracuy, en 2006-2007, mostraron 10% y

7%, respectivamente, de caninos con LV.
DiscusioN

Las 4reas de estudio que han sido reportadas
como focos endémicos para la LV humana en
Venezuela, con mas de un caso anual, se encuentran
en los estados Anzoategui, Carabobo, Falcén,
Guarico, Lara, Nueva Esparta, Portuguesa, Sucre
y Trujillo [33]. Por este motivo, en el afio 2003 en
Venezuela se implementé un programa de control de
leishmaniasis visceral [11, 28, 34], con el propésito de
tratar de diagnosticarla precozmente, por medio de la
vigilancia epidemiolégica activa, con el fin de tomar
las medidas de control pertinentes, como el control
de vectores y la eliminacién de los perros infectados
que pudieran contribuir a disminuir la transmisién a
otros perros y a los humanos [28, 35, 36].

LLa OMS no recomienda el tratamiento de perros
infectados, por la posibilidad de generar cepas de
Leishmania resistentes que luego podrian infectar a las
poblaciones humanas [26]. En este reporte se encontré
que todos los focos endémicos de las diferentes
entidades federales para .V humana presentan LVC.
Los focos de los estados Nueva Esparta, Guarico y
Lara, en los dltimos 10 afios presentaron una tasa
promedio de 2,4; 0,3 y 0,4 de LV humana por cada
100.000 habitantes en la poblacién [33]. En cuanto
a la enfermedad en caninos, también se encontré
que los focos de Guarico y Lara presentan una alta
prevalencia de LVC. En este sentido, el clima y la
vegetacién predominante en ambos estados, pudiera
ser un factor contribuyente al establecimiento de focos
endémicos. En Lara, la temperatura varia de acuerdo
con la zona y la altitud. En las zonas de piedemonte
y bosque espinoso tropical donde se ha identificado
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Figura 1. Distribucién geografica de la prevalencia de la leishmaniasis visceral canina en Venezuela para el periodo 2004-2012

Cuadro 2. Descripcién de la poblacién canina seropositiva a

ELISA-rK39 en 13 entidades federales de Venezuela

Variables n %
Perros examinados 15.822
Positivo a ELISA.-rK39 2.339 14,78
Sexo:
Machos 1.569 67,06
Hembras 770 32,94
Relacién Machos/Hembras 2:1
Edad:
Promedio (afios =+ DE) 4,75 + 2,95
Edad mas frecuente 2
ey
Signos clinicos:
Ulceras cutneas 199 8,51
Alopecia 220 9,41
Onicogrifosis 448 19,15
Linfadenopatia 75 3,21
Hepatomegalia 16 0,68
Esplenomegalia 16 0,68

DE.: Desviacién Estandar
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el vector L. pseudolongipalpis, la temperatura media
anual es de 24°C y la precipitacién anual es de 250
a 500 mm, con periodos bien marcados de sequia
y lluvia. Asi mismo, en Guarico, las temperaturas
oscilan entre 24 y 37°C con pluviosidad anual
que puede fluctuar entre 929 a 1.423 mm [37,
38]. Igualmente en Nueva Esparta, el clima de
bosque espinoso asociado a las estacionalidad de las
precipitaciones, pudiera favorecer el establecimiento
de los focos geograficamente distribuidos en las zonas
de piedemonte [12]. Si bien la co-infeccién con otras
flagelosis pudiera representar un factor de riesgo
para LVC, a pesar de no contar con controles para
determinar otras parasitosis hematicas en todas las
areas de estudio, en Nueva Esparta, un analisis de
140 sueros caninos positivos a Leishmania infantum
resultaron entre un 1,8% de positividad para 7. evansi
y T. gondii, ademas de un 17% fue positivo para 1.
cruzi, mediante la técnica de MABA, utilizando
antigenos crudos. En el mismo analisis, se corroboré
mediante ELISA especifica para antigenos de T.
cruzi, que esos perros eran negativos para Chagas, por
lo que la co-infeccién con otras parasitosis hematicas
es muy baja [39].

Los perros que viven en zonas endémicas de LV,
sobre todo los perros cazadores y de guardia que pasan
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la noche al aire libre, estan expuestos a ser picados
por vectores de Lutzomyia infectados [26]. Aunque
actualmente esta en discusién cé6mo los perros infectados
con Leishmania intervienen en el incremento de la
Leishmaniasis humana (35), no se puede descartar el
factor de riesgo que representan estos perros infectados,
especialmente los asintomaticos.

Si bien puede definirse a la LV como como una
endemia rural ésta puede desplazarse a zonas urbanas
marginales. En Venezuela, en 1998 se publicé el
primer reporte epidemiolégico de LV urbana en el
estado Carabobo (40). En este trabajo se encontraron
perros infectados tanto en focos endémicos rurales,
como urbanos de las diferentes entidades federales de
Venezuela, en concordancia con lo reportado por otros
autores para los focos de los estados Nueva Esparta,
Carabobo, asi como para otras entidades [10, 11,
40-44], indicando un alerta para los sectores que
presentan reservorios y/o al vector involucrado en la
eco epidemiologia de la Leishmania.

El 81% de los caninos encontrados en los
diferentes focos endémicos no presentaron signos
clinicos caracteristicos para [.VC; sin embargo, el
resto de los caninos seropositivos (19%) presentaron al
menos un signo clinico, entre ellos: ulceracién cutdnea
(Figura 2A-B), alopecia (Figura 2C) y onicogrifosis,
Caquexia ( Figura 2D) (Figura 2E). Aunque, algunas
evidencias indican que el 15% de animales infectados
son capaces de recuperarse sin tratamiento [45], debe
ser considerado como una sefal de alerta de los signos
clinicos para .VC, ya que estos son variables y pueden
pasar desapercibidos, confundiéndose con otros tipos de
enfermedades infecciosas causadas por otros parasitos
[6, 11, 46].

El periodo de incubacién de la LV en el perro
varia de 2 a 12 meses y la vida media de un canino
que la padezca es de 2,5 afos [46, 47]. Esto es de
sumo cuidado e importancia ya que las mascotas se
convierten en reservorios del parasito en ambientes
domésticos, generando un factor de riesgo para las
personas que conviven con ellos, especialmente personas
con compromiso inmunolégico o nifios menores a 10
afios, grupo en el cual se reportan las mayoria de los
casos de LV humana [11, 35, 40-50].

La variable sexo de los diferentes perros con LVC,
no fue determinante debido a que la proporcién de
hembras y machos seropositivos fue similar. Por otro
lado, se ha reportado que la edad es un indicador
del grado de transmisién de la infeccién, siendo
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Figura 2. Signos clinicos mas comunes observados en caninos
con LV en Venezuela. A-B: Ulceras cutéaneas; C: Alopecia; D:
Pérdida de peso; E: Onicogrifosis; F: Esplenomegalia

la prevalencia de los casos con LVC mayor en
animales de hasta tres afios de edad [5]]. La edad
promedio encontrada en el presente trabajo para la
poblacién infectada fue de 4,75 = 2,95 afios, el cual
es indicativo de que la prevalencia de la enfermedad
esta relacionada con perros jévenes. En este sentido,
son los perros adultos jévenes los mas expuestos a
las picaduras del insecto vector pues tienden a ser
“culturalmente” los mas activos, ya que en las practicas
de tenencia y cuidado de los caninos en la poblacién
venezolana, se reporta que los cachorros y los perros
de avanzada edad tienden a mantenerse mas dentro
del domicilio en las horas de alimentacién del vector
en comparacién con los perros adultos jévenes [15].
Los perros estan jugando un papel dentro
de la ecoepidemiologia de la LV en Venezuela,
con capacidad de establecer patrones zoonéticos
silenciosos, gracias al vinculo que ellos poseen tanto
con los humanos como con el hébitat silvestre. Los
perros, generalmente, son escogidos como animales
de compaiiia y/o de guardia pasando la noche al aire
libre, aumentando la probabilidad de ser picados
por los vectores infectados [50, 52]. Sin embargo,
siendo el perro un animal de compaiia y reservorio
silencioso, puede generar brotes en cualquier regién,
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no solo en las zonas endémicas, debido a que sus
duefios pueden migrar con estos animales de una
regién a otra, ocasionando brotes de LV en zonas
no endémicas; por eso es importante conocer y
manejar los diferentes factores que intervienen en la
ecoepidemiologia de la LV, para realizar una buena
estrategia de control de esta enfermedad. En este
sentido, aproximaciones como la educacién continua
y la vigilancia epidemiolégica con participacién
de la comunidad en las areas endémicas, podrian
representar una herramienta de gran alcance en
los programas de control con el fin de prevenir la
enfermedad.

CONCLUSIONES

La LV canina es endémica en la mayor parte
del pais con una prevalencia del 14,8% de perros
positivos en los focos endémicos estudiados. De las
13 entidades federales evaluadas del pais, los estados
con mayor prevalencia de VC fueron los focos de los
estados Lara (19%), Guarico (18%) y Anzoategui
(16%), durante los ocho afios de estudio. Los perros
j6venes adultos entre 2-8 afos de edad pueden ser los
maés susceptibles de adquirir la enfermedad. Variables
como el sexo y la presencia o no de ectoparasitos no
fueron factores de riesgo determinantes al no mostrar
diferencias.
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