EL DIAGNOSTICO DE LA LEISHMANIASIS VISCERAL CANINA:
DILEMAS Y RETOS

RESUMEN

La leishmaniasis visceral (LV) es una enfermedad
infecciosa de evolucién crénica, causada por un
protozoario, Leishmania infantum, que afecta
al hombre y a los caninos; es transmitida
principalmente por la picadura del vector
Lutzomyia longipalpis, con incriminacién de
Lutzomyia evansi en partes de Colombia y
Venezuela. El perro acttia como el principal
reservorio doméstico del parasito en todo el
mundo, haciendo parte del ciclo epidemiol6gico
de transmisién humana. Dada la importancia
epidemiolégica de los caninos en el control de
la LV y la necesidad de determinar el impacto
real de la infeccién en las zonas endémicas, es
fundamental el empleo de pruebas diagndsticas
eficientes, que no subestimen la incidencia,
ni la prevalencia de la enfermedad, y que
permitan ademads obtener resultados confiables,
que minimicen las reacciones falsas positivas
y la reacciéon cruzada con otros parésitos
relacionados. El presente articulo revisa las
técnicas diagndsticas para la leishmaniasis
visceral canina (LVC) y establece de forma
general algunas prioridades de investigacion y
desarrollo en esta area.
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THE DIAGNOSIS OF CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS:
DILEMMAS AND CHALLENGES

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is an infectious disease
of chronic evolution caused by the protozoan
Leishmania infantum (Leishmania chagasi), which
affects humans and canines. It is transmitted
mainly by the vector Lutzomyia longipalpis, with
incrimination of Lutzomyia evansi in parts of
Colombia and Venezuela. Dogs are considered
the main domestic reservoir of the parasite,
constituting part of the epidemiological cycle of
human transmission. Given the epidemiological
importance of canines in the control of visceral
Leishmaniasis and the need to determine the
real impact of the infection in the endemic
areas, the employment of diagnostic efficient
tests is fundamental. These tests shouldn’t
underestimate the incidence, or the prevalence
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of the disease; they should also allow the
obtainment of reliable results that minimize the
false-positive reactions and the cross-reactions
with other related parasites. The present article
revises the diagnostic methods for canine

INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral zoonética (LVZ) es
una de las 10 enfermedades de interés que
la Organizaciéon Mundial de Salud Animal
(OIE) ha definido dentro de sus prioridades,
porque los casos se han incrementado por su
asociacion con el VIH-SIDA, especialmente en
el Africa y América del Sur (1, 2), reportandose
cerca de 500.000 casos nuevos anuales en
el mundo (2). La LVZ en América es una
enfermedad sistémica causada por protozoarios
intracelulares del género Leishmania infantum
(=L. chagasi) y transmitida por la picadura de
insectos flebotomineos del género Lutzomyia
(Lu.) longipalpis y esporadicamente Lu. evansi
en América (3, 4, 5). La LVZ es endémica en
Colombia, pero el mayor ntimero de casos se
presentan en los departamentos de Cérdoba,
Sucre, Bolivar, Tolima y Huila (6). Los reservorios
de mayor importancia son Didelphis marsupialis
(chucha, fara, runcho) y Canis familiares (4,7, 8).
La enfermedad afecta principalmente a nifios
menores de 5 afos (Figura 1) y a pacientes
inmunosuprimidos (3, 9, 10), produciendo
una letalidad del 95% cuando no es tratada a
tiempo (11, 12, 13). Asi mismo, la enfermedad
en los caninos, presenta repercusiones en la
salud publica, por su caracter zoonético y por
la dificultad de realizar un diagnéstico precoz,
por el riesgo que representan en la transmision
de la enfermedad los animales asintomaticos y
la relativa falta de eficiencia del tratamiento, que
hacen de la enfermedad un problema importante
en las zonas en donde los caninos infectados, se
convierten en la principal fuente de infecciéon
(2,11, 14).
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visceral leishmaniasis and establishes some
research and development priorities in this topic.
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Figura 1. Nifio con leishmaniasis visceral
confirmada por examen parasitolégico. Obsérvese
la hepato-esplecnomegalia caracteristica de la
enfermedad. Coyaima, Tolima (Colombia).

No sélo a los perros domésticos, sino a los
canidos en general, se les ha reconocido su
papel como eficientes reservorios de L. infantum,
porque permiten el mantenimiento del ciclo de
transmisiéon de los parésitos en su calidad de
portadores (5, 15). Debido al estrecho contacto
con el hombre, el perro ha sido implicado como
el reservorio doméstico mas importante de L.
infantum en China, el Mediterraneo y las Américas
(15). Los criterios que se han tenido en cuenta
para definirlo como “reservorio doméstico” son:
a) alta susceptibilidad al parasito; b) en las areas
en donde la LVZ es endémica, la prevalencia
de la infeccidon canina es alta, con una elevada
proporciéon de animales asintomaticos; c)
debido a su permanencia en la vivienda y en el
peridomicilio, favorece el mantenimiento del
ciclo de transmisiéon; d) pueden permanecer
en condicién de portador, sin mostrar signos
clinicos de LVC durante muchos afios, o durante
toda su vida; e) el Zymodemo MON-1 de L.
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infantum responsable de la mayoria de los casos
de LVZ en el Mediterraneo, ha sido aislado con
mayor frecuencia en esta especie (15).

Dada la importancia epidemiolégica de los
caninos en la transmisiéon de la LVZ en las
zonas endémicas, es fundamental seleccionar las
pruebas utilizadas para el diagnéstico precoz de
la enfermedad, como soporte a las estrategias de
control. Tradicionalmente los métodos de control
de la LVZ se han basado en cuatro estrategias:
a) bisqueda activa de casos; b) el tratamiento
de las personas afectadas; c) disminucién
de la densidad del vector, y d) control de
los reservorios domésticos (identificacion y
eliminacion de caninos infectados) (6, 10, 14, 16).

El presente articulo tiene como objetivo realizar
una revisién sobre las principales metodologias
utilizadas para el diagnoéstico de la leishmaniasis
visceral canina (LVC) y hacer una discusion
critica al respecto, a fin de orientar la seleccion
de las técnicas diagndsticas, conocer sus
limitaciones y los retos que tenemos los
profesionales de la salud en la investigaciéon en
este topico.

El diagnéstico de la LVC

Debido ala variedad de signos clinicos presentes
en la leishmaniasis visceral canina el diagnéstico
es complejo e impreciso, motivo por el cual se
han desarrollado variados procedimientos para
facilitar esta tarea. Es esencial el conocimiento de
las bases de cada prueba, sus limitaciones y su
interpretacion clinica, teniendo en cuenta ademas
que se recomienda el uso de mas de una prueba
diagnéstica (17, 18). El diagnéstico definitivo
algunas veces depende del aislamiento del
parasito en medios de cultivo o por la detecciéon
del DNA parasitario por la técnica PCR a partir
de biopsias de médula 6sea o nédulos linfaticos.
Sin embargo estas técnicas son invasivas,
costosas y requieren mucho tiempo para su
desarrollo (19, 20). A continuacién se describen
los métodos mas viables para ser usados en
nuestro medio.

Diagnéstico clinico

La leishmaniasis visceral canina presenta
un extraordinario pleomorfismo de signos
clinicos, que se caracterizan por formas
latentes asintomaticas hasta formas patentes
agudas, subagudas o crénicas regresivas,
cuyas manifestaciones dependen de la fase
de infeccién, del estado inmunolégico del
hospedero y de si se instaurd o no un tratamiento
especifico previo (21, 22). Las formas latentes son
las mé&s comunes y se asocian con una adecuada
respuesta inmunolégica de tipo celular por
parte del canino infectado, lo contrario sucede
en las formas agudas o crénicas donde se ha
deteriorado la respuesta celular frente al parasito
a pesar de existir una marcada respuesta inmune
de tipo humoral (21, 23, 24).

El periodo de incubacién es variable, oscila
entre 30 dias hasta varios afos, atn en los
casos experimentales. Después del periodo de
incubacion, la infeccion se disemina e involucra
progresivamente los tejidos subcutaneo, linfatico,
médula 6sea y finalmente 6rganos internos como
el higado y el bazo (23, 24). En los casos agudos
se presenta Unicamente fiebre (temperaturas
mayores a 40°C) y linfadenomegalia (24). Los
signos clinicos encontrados mas frecuentes son
linfadenomegalia, pérdida de peso, cambios
dermatolégicos, que incluyen alopecia con
desecacién y escamacion excesiva, asi como
tlceras en orejas y extremidades (25) (Figura
2). Se observa ademads, crecimiento excesivo
de las ufias (onicogrifosis) y edema de las
extremidades, cara y abdomen (22, 26).

A pesar de que los tejidos mas afectados
durante el desarrollo de la enfermedad son la
piel, el higado, el bazo, la médula 6sea y los
ganglios linfaticos, es posible encontrar lesiones
oculares que involucran principalmente la
camara anterior del ojo y cuyas manifestaciones
mas comunes son queratoconjuntivitis seca,
reduccién en la secrecion del aparato lagrimal
por efecto directo del parasito e inflamacién
de tipo granulomatoso en todas las estructuras
internas del ojo, especialmente el iris (24).
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Figura 2. Los animales mestizos con cambios dermatolégicos,
onicogrifosis y pérdida de peso, son caracteristicos del drea endémica
colombiana.

A nivel gastrointestinal se presenta gastritis y
enteritis hemorragica especialmente a nivel del
colon. Dentro del cuadro hemorragico no sélo
estd involucrado el tracto gastrointestinal ya que
se han descrito epistaxis, hematuria y pancreatitis
hemorragica. Todas estas manifestaciones
producto de disturbios en la hemostasis primaria
causados por vasculitis, trombocitopenias y
defectos en la funcién plaquetaria (16, 23).

A nivel renal debido ala deposicién de complejos
inmunes, IgG y fraccion C3 del complemento a
nivel de la membrana basal glomerular y 4reas
mesangiales se producen alteraciones como
glomerulonefritis, nefritis intersticial, nefropatia
tubular y amiloidosis, lesiones que debido a
la alta capacidad compensatoria del rifion no
alteran parametros de funcion renal basicos
como nitrégeno ureico sanguineo y creatinina.
No obstante, el dafio tisular incrementa la
excrecion de enzimas urinarias como y-glutamil-
transpeptidasa, N-acetil-B-D-glucosamidasa y
B-glucoronidasa, las cuales pueden emplearse
para el diagnéstico del dafio renal en los caninos
infectados (16, 23, 25).

La disminucién de pardmetros clinico patolégicos
como el hematocrito, los recuentos de plaquetas
y los recuentos totales de células blancas no son
constantes en los caninos enfermos, mientras que
la inversion de la relacion albtimina-globulina es
comun en los casos créonicos debido al marcado
deterioro del animal y al fuerte incremento en los
niveles de gamaglobulinas (16, 23, 26). En estados
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terminales, los caninos manifiestan deterioro
marcado del estado general, emaciacién y
finalmente caquexia (16, 21, 23).

Desde el punto de vista clinico y epidemiolégico
varios investigadores han propuesto un criterio
para caracterizar el examen fisico de los caninos.
Un canino con dos o més signos clinicos
de LVC como pérdida de peso, dermatitis,
alopecia, tlceras en boca y piel, onicogrifosis,
artritis y conjuntivitis, es clasificado como
polisintomatico; mientras que un animal que
presente solo un signo clinico se define como
oligosintomatico, y el que no presente ninguno,
asintomatico (2, 7, 8, 27).

Debido al cuadro clinico variado e inespecifico,
es necesario hacer diagnéstico diferencial con
otras enfermedades infecciosas y desérdenes
inmunomediados; ademads, se ha demostrado
que no existe asociacién entre los signos
clinicos y los resultados serolégicos, por tanto
se recomienda que el examen médico de los
animales sospechosos de sufrir LVC, no puede
ser tenido en cuenta como criterio Ginico para
la definicién de caso sospechoso o definitivo,
siendo necesario para tal fin, emplear pruebas
diagnosticas complementarias (28).

Métodos parasitolégicos
Son los métodos mas antiguos usados en la

deteccién de amastigotes en frotis tefiidos de
aspirados de médula espinal, bazo, higado
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o nodulos linfaticos, implementados para el
diagnostico humano y canino a partir de los
afios 30 (12). Las impresiones citologicas se
pueden realizar también con lesiones mucosas
o dermales. Las técnicas inmunohistoquimicas
para detectar Leishmania en tejidos seccionados
(normalmente biopsias de piel) también son
usadas. La limitacion de este método de
diagnostico, es que es invasivo y poco exitoso
para detectar parasitos en caninos asintomaticos
(19, 20). Sin embargo, en estudios efectuados
en Brasil se hizo el diagnéstico directo usando
biopsias de piel tomadas de las orejas y de la
region sub-escapular de caninos seropositivos
para L. infantum, sugiriéndose que la piel intacta
puede ser una buena muestra para efectuar la
confirmacion de la infeccion (29). Investigadores
colombianos usando el examen parasitolégico
directo, mediante el frotis de linfa obtenida del
ganglio popliteo, han demostrado que presenta
una alta especificidad, pero una sensibilidad
inferior al 26 %, siendo necesario incluirlo como
prueba complementaria al examen fisico del
animal, y de otras técnicas diagndsticas (28, 30).

Métodos serolégicos

Teniendo en cuenta que el espectro clinico y la
respuesta celular en LVC son muy variables,
y que las pruebas parasitologicas directas son
muy poco sensibles, las pruebas seroldgicas
se constituyen en una herramienta esencial
para detectar portadores asintomaticos y
monitorear el esquema de control (17). Los
métodos serolégicos sugieren la presencia
de parésitos a partir de la deteccion de los
anticuerpos circulantes en el suero de los
caninos sospechosos, los cuales pueden persistir
durante afios en los caninos que no manifiesten
la enfermedad clinica y son fundamentales en el
diagnostico de LVC en los casos de infecciones
tempranas y en evaluaciones epidemiolégicas
dirigidas a controlar individuos infectados en
areas endémicas, asi como para establecer la
seroprevalencia, debido al largo periodo de
incubacién y a las caracteristicas de cronicidad
dela enfermedad (31, 32, 33). Este grupo incluye

las técnicas: Inmunofluorescencia indirecta
(IFI), Aglutinaciéon directa, Inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA), ELISA competitiva,
Dot-ELISA, Inmunodifusién y Western Blot
(WB). Procederemos a describir las técnicas
mas usadas en Colombia: IFI, ELISA y WB (7,
8,28, 30).

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Esta técnica empez6 a ser utilizada para el
diagnoéstico de la LVC a partir de la década
de los 60, y desde entonces ha sido reconocida
universalmente como la “prueba de oro”, asi
mismo, es la técnica recomendada en el Manual
de pruebas diagndsticas de la Organizacion
Mundial de Salud Animal (OIE) (34). Se ha
reportado que presenta buenos valores de
sensibilidad (varia entre el 90 y el 100%) y
especificidad (80%) (12), pero en estudios
realizados en Colombia, usando antigenos totales
de la cepa colombiana de Leishmania infantum
(infantum) MHOM/CO/CL044B en animales
experimentalmente infectados y procedentes
de zona endémica (35), se establecieron valores
de sensibilidad y especificidad mas bajos. La
baja especificidad de IFI es debida a la presencia
de reacciones cruzadas con enfermedades
causadas por otros tripanosomatidos como
la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis
tegumentaria (11,12, 17). Se ha propuesto el uso
de formas amastigotas de Leishmania donovani,
como antigeno, aumentando significativamente
la sensibilidad, sin perder la especificidad
de la prueba, aspectos que han permitido
sugerirla para el diagnostico precoz de animales
asintomaticos y oligosintomdticos, y para
realizar el monitoreo de la evaluacion clinica de
animales tratados (12, 17).

Como ventajas de IFI se han citado: su facilidad
de ejecucién, rapidez en la emision de los
resultados y bajo costo. Los inconvenientes que
presenta, estan relacionados con su precision
(27). Los valores predictivos son indicadores
utilizados para la interpretacién de resultados de
las pruebas de diagnoéstico, siendo influenciados
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por los valores de sensibilidad y especificidad
de éstas. Teniendo en cuenta los valores de
sensibilidad y especificidad de la prueba de
IF], los autores afirman que existe una elevada
confianza en un resultado negativo de un
animal, porque el valor predictivo negativo de
la prueba es alto; a diferencia de lo que se puede
afirmar, cuando un canino presenta un resultado
positivo para LVC, porque la técnica permite
identificar un alto nimero de animales falsos
positivos, debido a su baja especificidad (12, 15).

Otro aspecto importante que debe ser tenido en
cuenta para evaluar una técnica diagnoéstica, es
el limite de reactividad o el punto de corte (cut
off), que se entiende como la region de corte
de los resultados de una prueba serolégica, es
decir el valor a partir del cual se considera un
resultado positivo (36). Se ha sugerido que no
hay consenso sobre las diluciones a las cuales un
suero puede ser considerado positivo usando
la prueba de IFI. Los reportes presentan titulos
que varian entre 1/20 hasta 1/160, sugiriendo
la existencia de una zona gris, es decir, titulos
cercanos al punto de corte; indicando que estos
bajos titulos pueden ocurrir debido a reacciones
cruzadas, formas resolutivas o latentes de la
infeccién o baja respuesta humoral en el animal
o contacto con diferentes parasitos hospederos
(infecciones mixtas) (31, 37). En el caso que se
den estas situaciones, es necesario confirmar el
resultado con otra prueba convencional para
asegurar el verdadero diagnoéstico del paciente
(36).

Asi mismo, en la prueba IFI se utilizan
preparaciones de antigenos crudos, que no
pueden ser correlacionados con el nivel de
parasitismo, ni con el estatus de la infeccién de
los caninos de las zonas endémicas (31). Otra
de las desventajas descritas para esta técnica, es
que no tiene ningtn valor la titulacién obtenida
sobre la progresién de la enfermedad, no revela
la intensidad de transmisiéon por parte de los
reservorios caninos y no discrimina los caninos
susceptibles de aquellos resistentes (32, 33).
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Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA)

La prueba ELISA se empez6 a utilizar en el
diagnostico de la LVC en la década de los 70,
teniendo variaciones de Dot-ELISA, Ligandos
de Fucosa Manosa-ELISA (FML-ELISA), mucina
submaxiliar bovina-ELISA (BSM-ELISA), Fast
ELISA, micro ELISA, entre otras (38). Esta prueba
ha presentado valores de sensiblidad que oscilan
entre el 85y el 96% y de especificidad del 86%
al 98%, valores muy similares a los presentados
por la prueba IFI (7, 39, 40). La utilizacién de
antigenos recombinantes o purificados como
las glicoproteinas de membrana (gp63, gp72
o rK39) especificas del género Leishmania, han
mejorado la sensibilidad y especificidad de la
técnica (32, 41, 42).

Las variaciones en la sensibilidad y especificidad
dela prueba de ELISA se deben a modificaciones
introducidas en la preparacion de los antigenos
completos o el empleo de antigenos purificados
recombinantes (38). Las preparaciones de
antigenos crudos elaboradas con promastigotes
completos o sus extractos solubles limitan
la estandarizacion de las pruebas y la
reproducibilidad de los resultados (40, 41, 42,
43). Los antigenos crudos son derivados de
promastigotes cultivados in vitro y consisten en
una amplia variedad de antigenos somaticos
y componentes de superficie. Se ha reportado
ademads, que la prueba de ELISA permite la
reaccion antigénica cruzada entre Leishmania
spp. vy Trypanosoma cruzi, aportando informaciéon
epidemiolégica confusa que interfiere en el
diagnostico especifico y el tratamiento (43, 44).

La técnica ELISA usando antigeno crudo
colombiano, ha demostrado en trabajos recientes
valores de sensibilidad y especificidad bajos del
51,5% y 57,5%, respectivamente (35); de otra
parte, identific6 el 37,5% de animales evaluados
como seropositivos cuando se procesaron sueros
provenientes de zona no endémica para la
leishmaniasis visceral; aspectos que favorecen
la aparicion de animales tanto falsos negativos,
como falsos positivos (43, 44). Asi mismo, se ha
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descrito que ELISA es una prueba sensible para
diagnosticar la infeccién en caninos infectados,
pero es menos sensible para los caninos en el
periodo de latencia de la enfermedad (45).

Western Blot (WB)

La prueba de inmunoblot ha sido propuesta para
el estudio de LVC en trabajos experimentales
y de campo, porque las fracciones antigénicas
obtenidas con esta prueba, permitirian detectar
animales infectados y discriminar las fases
iniciales de la infeccion (46, 47). A pesar de que
con esta técnica se han desarrollado numerosos
estudios con animales experimentalmente
infectados, son escasos los realizados en
zonas endémicas de América con L. infantum
y atin no existe consenso en cuanto al patrén
de reconocimiento antigénico requerido
para obtener valores altos de sensibilidad y
especificidad (31, 47). Se han descrito como
desventajas del WB, que es una técnica que
requiere de experiencia para su desarrollo y que
estd limitada a investigaciones de laboratorio, no
siendo aplicable como rutina de diagndstico (1).

Se han sugerido patrones de reconocimiento
antigénico obtenidos por WB, relacionados con
antigenos de bajo peso molecular, descritos
como muy sensibles en el diagndéstico de
los casos asintomaticos de LVC, reportando
que aparecen mucho antes que los titulos de
seropositividad establecidos por las pruebas de
IFTy ELISA. Posiblemente estas mismas bandas,
permitirian evaluar la evolucién del tratamiento
de la enfermedad, porque desaparecen cuando
el tratamiento es efectivo o cuando se presenta
mejora del estado clinico del canino (46).

Usando animales provenientes de zonas
endémicas de LVC en Espafia, se estableci6 que
los caninos con la infeccion natural, presentan
anticuerpos que revelan entre 3 y 33 fragmentos
de polipéptidos del antigeno de Leishmania con
una masa molecular que se encuentra en el
rango entre 12 y 85 kDa. Las bandas de mayor
sensibilidad fueron la 70, 65, 46, 30, 28, 14 y 12

kda. Los autores consideran que en la prueba de
WB, un resultado se toma como positivo, cuando
una de las bandas de 46, 30, 28, 14 y 12 kDa esta
presente. La identificacién de las bandas de
fracciones antigénicas de 12 y 14 kDa en caninos,
pueden ser usadas para detectar fases tempranas
de la enfermedad, permitiendo realizar el
seguimiento y la evaluacion de la resolucion de
la enfermedad (31). Similares resultados se han
observado en Colombia, donde recientemente fue
estandarizada (35), sugiriéndose que proteinas
con pesos moleculares de 14 y 29 kDa podrian
ser potencialmente diagndsticas y permitirian
desarrollar un antigeno recombinante con una
alta especificidad, para discriminar caninos
infectados y no infectados localizados en las
zonas endémicas (28, 35).

Meétodos moleculares

El uso conjunto de la Reaccion de la Cadena de
la Polymerasa (PCR) y las pruebas seroldgicas,
pueden ayudar a determinar la extension de
la infecciones subclinicas y permiten estimar
el namero de caninos objeto del programa de
control (48). Mientras que el diagnoéstico por PCR
para la LV en humanos puede ser considerado
como eficiente, el diagnoéstico de la enfermedad
en caninos, sigue presentando inconvenientes,
debido por ejemplo, al desconocimiento del
tejido que ofrezca mas informacién para ser
muestreado, las dificultades encontradas en la
preparacion del DNA o la alta frecuencia de
inhibidores del PCR en presencia de la sangre
canina (19).

Eluso del PCR para la identificaciéon de DNA de
Leishmania spp. en muestras de tejidos de perros,
es desarrollada usando primers para amplificar
la secuencia del gen de la subunidad pequefia
rRNA de Leishmania y la region constante del
DNA del kinetoplasto (5, 49), siendo esta tiltima,
la més sensible para la deteccion de Leishmania
en caninos asintomaticos (8, 49, 50).

Muchos tejidos han sido estudiados: nédulos
linfaticos, aspirados de médula 6sea, sangre
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completa, biopsias de piel embebidas en
parafina, piel congelada, conjuntiva del ojo, con
resultados variados (8, 49, 50). El PCR basado
en médula 6sea, nédulos linfaticos y muestras
de piel, han sido las muestras diagnoésticas
con mayor sensibilidad y especificidad para
el diagnéstico de la LVC (50). Sin embargo, se
recomienda el uso de sangre periférica, porque
su obtencién requiere de técnicas poco invasivas,
produciendo bajo estrés en los animales,
facilita su reproducibilidad y su efectividad ha
sido demostrada en el diagnostico molecular
en poblacién humana. Su uso en caninos
se recomienda porque se ha demostrado la
circulaciéon del parasito en sangre periférica
(49, 50).

Las técnicas moleculares han demostrado
ser técnicas méds sensibles que otros métodos
parasitologicos como citologias tefiidas o el
cultivo del parasito (19, 51); aunque otros
autores indican, que el uso de médula 6sea
como muestra para el desarrollo de PCR no es
apropiado, por los bajos valores de sensibilidad
obtenidos (49). El PCR combinado con sondas
especificas de DNA pueden ser herramientas
sensibles, en comparacion con el aislamiento
y la caracterizacién de parasitos (48, 50).
Estudios observacionales prospectivos han
demostrado que existe una asociacion positiva
entre la presencia de signos clinicos de LVC
y los resultados positivos por PCR, estando
relacionados con las formas clinicas severas (51).

Cuadro 1. Herramientas de diagndstico en desarrollo.

+ El PCR en muestras caninas requiere de la identificacién de tejidos mas sensibles
y probablemente por los requerimientos de infraestructura para su desarrollo, se
presenta como una herramienta para la investigaciéon de laboratorio. Es ttil para el
diagndstico de los estados tempranos de la infeccién (50).

» Las pruebas serolégicas convencionales IFI y ELISA que detectan anticuerpos IgG,
son sensibles y especificas, pero no estan adaptadas a las condiciones de campo,
y en estudios en Colombia han demostrado bajos valores de correlacién entre sus
resultados (28).

+ Las fracciones antigénicas de 14, 29, 32 y 57 kDa identificadas en los estudios de
WB en Colombia, son promisorias para el desarrollo de pruebas diagnésticas mas
sensibles y especificas para ser usadas en trabajos de campo en zonas endémicas y
no endémicas (28, 35).

* El uso de pruebas rédpidas de serodiagnéstico con membranas de nitrocelulosa
impregnadas con antigenos recombinantes como el rK39, han mostrado altos valores
de sensibilidad y especificidad (entre el 95y 100%) en Europa, siendo necesario evaluar
su utilidad bajo diferentes condiciones epidemiolégicas en Colombia o mediante el uso
de antigenos especificos de cepas de Leishmania circulantes en el pais (28, 35, 46, 47).

*  Enestudios epidemiolégicos se deben preferir las pruebas con alta sensibilidad, para
disminuir la tasa de falsos negativos. Una alta sensibilidad evitarfa que los animales
positivos permanezcan como fuentes de infeccién para los vectores; mientras que la
especificidad se requiere para la confirmacién clinica de los caninos sospechosos (20).
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PERSPECTIVAS DE
INVESTIGACION

La seleccion de la “prueba de oro” para el
diagnéstico de la LVC continda sin resolver,
mas aun, cuando investigadores han indicado
que la proporciéon de portadores asintomaticos
de Leishmania en la poblacién canina, puede ser
mayor a la previamente descrita. La evolucion
de estos portadores asintoméaticos dentro
de la categoria de animales “resistentes” o
“clinicamente enfermos”, es muy importante, por
surol en el mantenimiento de la endemicidad de
la enfermedad. Por tal motivo, se hace necesario
desarrollar nuevas pruebas diagnosticas,
rapidas, de bajo costo y aplicables a nivel de
campo; el Cuadro 1, presenta una breve resefia
sobre los requerimientos en este campo.

Es conveniente ademads, evaluar la aplicabilidad
de las nuevas técnicas diagnodsticas a las
condiciones de campo propias de cada
area afectada. Las técnicas de PCR deben
ser estandarizadas y hacerlas disponibles
comercialmente, para evaluar el nivel parasitario
y el seguimiento del tratamiento, éste altimo
en aquellos paises donde el tratamiento de los
caninos es posible. Adicionalmente, se requieren
pruebas rapidas que puedan incrementar
la capacidad de diagndstico de los médicos
veterinarios involucrados en los trabajos de
campo. El diagnoéstico de caninos asintométicos
puede disminuir significativamente el promedio
de duracién de su capacidad infectante y reducir
el riesgo de transmision de los parasitos a otros
caninos, permitiendo un mejor control de la
infeccién en los perros e indirectamente en el
hombre.
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