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LISTA DE ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

CAE: Conducto auditivo externo

CC: Condicion corporal

C/E: Castrado/esterilizado

C/P: Canino por propietario

DAT: Direct agglutination test

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FAST: Prueba de aglutinacion rapida
H2S04: Acido sulfdrico

IFAT: Prueba de anticuerpos de inmunofluorescencia
IFI: Inmunoflorescencia indirecta

LC: Leishmaniosis cutdnea

LMC: Leishmaniosis mucocutanea

LV: Leishmaniosis visceral

LV: Leishmania visceral

MC: Manifestaciones clinicas.

OD: Densidad optica

PBS: Phosphate buffered saline

PCR: Polymerase chain reaction
QENP: Queen Elizabeth National Park



1. RESUMEN

La Leishmaniosis visceral humana causada por Leishmania donovani es una
enfermedad antroponoética endémica en muchos paises de Africa oriental. Sin embargo,
se desconoce si animales domésticos o salvajes pueden tener un papel en esta infeccion.
El principal objetivo de este estudio fue detectar anticuerpos frente a Leishmania
infantum en sueros de perros del noroeste de Uganda mediante ELISA indirecto y
evaluar los factores de riesgo. Para ello, se analizaron muestras de suero del afio 2017 y
muestras de suero impregnadas en papel de filtro Whatman n°3 del 2018. El trabajo de
campo se llevd a cabo en los Parques Nacionales de Elizabeth Queen (QENP),
Mgahinga, Budongo y en los distritos de Kasese, Kapchorwa, Buliisa, Masindi,
Kibingo, Hoima y Kanungu. Las muestras de suero del 2017 fueron todas negativas. La
seroprevalencia global obtenida de las muestras impregnadas en papel filtro fue del
50.8%, siendo los distritos de Karusandara y Kilembe los que obtuvieron una mayor
proporcion de perros seropositivos. Entre los datos de frecuencia analizados, no se
encontr6 ninguna asociacion estadisticamente significativa entre las variables
estudiadas. Si bien, se observaron valores estadisticamente significativos con respecto a
porcentajes de positividad registrados por localidad y condicion corporal de los perros
muestreados. Los resultados del presente estudio sugieren el posible caracter endémico
de la leishmaniosis canina en el noreste de Uganda. No obstante, estudios futuros son
necesarios para determinar la prevalencia real de esta infeccion y su correacion con
otras tripanosomiasis en todo el pais y evaluar el verdadero rol de los perros como

reservorios a la leishmaniosis en esta area geografica.



2. INTRODUCCION

La Leishmania es un parasito protozoo que pertenece a la familia
trypanosomatidae, responsable de la Leishmaniosis tanto humana como animal. Segun
los dltimos estudios realizados globalmente, esta parasitosis en personas se distribuye
en 98 paises de todos los continentes, excepto Australia, y se reportan anualmente 2
millones de casos nuevos de las diferentes presentaciones clinicas conocidas:
Leishmaniosis cutdnea (LC), mucocutanea (LMC) vy visceral (LV) (Alvar et al., 2012;
World Health Organization, 2018).

Los paises de Africa oriental como Sudéan, Sudan del Sur, Etiopia, Kenia,
Uganda y Somalia componen unas de las areas geograficas mas afectadas por la LV
humana, causada por la especie Leishmania donovani. Existen actualmente alrededor de
20 especies de Lleishmania que pueden infectar al hombre, las cuales son trasmitidas
por cerca de 30 especies de pequefios insectos hematéfagos de los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia que circulan en areas del Viejo y Nuevo Mundo,
respectivamente. Cabe resaltar que la leishmaniosis visceral humana o kala-azar se
reporté por primera vez en el noreste de Uganda en el afio 1950 (Olobo-Okao and
Sagaki, 2014; World Health Organization, 2018).

Existen excepciones en la via de transmision de la Leishmania aunque son casos
raros como son la transmision venérea, transmision congénita e infeccion por
transfusién de sangre (Chongo Alfaro and Echegoyen, 2010) La mayoria de las veces la
enfermedad es transmitida al hombre a través los animales (zoonosis), aunque en
algunos casos se transmite entre los propios seres humanos (antroponosis). Como
ejemplo podemos exponer que la LV causada por la Leishmania infantum la forma
zoonotica de la enfermedad en la cual el perro es el reservorio principal y se encuentra
mayoritariamente en la cuenca mediterranea, China, Medio Oriente y Sudameérica.
(Ready, 2014) La forma antropondtica es causada por L. donovani que prevalece en el
este de Africa y en el Subcontinente Indio (Van Griensven et al., 2010; Olobo-Okao and
Sagaki, 2014).

2.1 El parasito - Revision Histdrica

En el afio 1901, W.B. Leishman identificd ciertos organismos en frotis

procedentes del bazo de un paciente fallecido, presuntamente, por una enfermedad que



se caracterizd por debilidad general, episodios de fiebre irregulares, anemia severa,
atrofia muscular e inflamacién excesiva del bazo. Inicialmente, estos microorganismos
fueron considerados como tripanosomas, pero, en el afio 1903, Charles Donovan los
describié como nuevos organismos. Por otro lado, el kala-azar, también conocida como
Leishmania visceral, fue descubierta por Major Ross, quien nombré al agente causal
Leishmania donovani. En cuanto a las diferentes especies de Leishmania éstas son
morfolégicamente muy similares, aunque se pueden diferenciar analizando su
composicion isoenzimatica, mediante analisis de secuencia de ADN vy utilizando

anticuerpos monoclonales (Olobo-Okao and Sagaki, 2014).
2.2 Ciclo Bioldgico y Transmision

El ciclo de vida de este parésito es digenético, alternando entre dos formas
morfolégica y bioquimicamente distintas, la forma promastigote, flagelada vy
extracelular, que se multiplica y se desarrolla en el tracto digestivo del vector de estas
infecciones; y la forma amastigote, no flagelada e intracelular, que se replica en los
macrofagos del hospedador (Carvalho Riveron, 2011).

En cuanto a la transmision de la Leishmania, ésta se inicia cuando la hembra de
fleb6tomo ingurgita sangre de un vertebrado junto con macréfagos infectados con
amastigotes de Leishmania. Estos se multiplican y se transforman en promastigotes en
el tubo digestivo del diptero (metaciclogénesis). Los promastigotes pasan a la
probdscide del insecto para su posterior inoculacién a otro hospedador. Este ciclo tiene
una duracion de 4 a 10 dias (Muskus and Marin Villa, 2002; Nathan, 2006).

Cuando la hembra de fleb6tomo vuelve a ingurgitar sangre de un vertebrado,
inocula los promastigotes que son fagocitados por los macrofagos del tejido conectivo.
En el interior de los lisosomas de éstos, se produce la transformacion a amastigote y su
posterior multiplicacion. En la transformacion de promastigote a amastigote influyen
varios factores, siendo los méas importantes la temperatura (35°C) y el pH. Los
amastigotes se replican en los macréfagos, los destruyen e infectan progresivamente un
namero siempre mayor de fagocitos. La diseminacion del parasito en el organismo del
hospedador y el desarrollo de la enfermedad dependen del tipo y de la eficiencia de la
respuesta inmunitaria del hospedador infectado. Solo las hembras de flebétomo se
alimentan de sangre, y, por tanto, son las Unicas transmisoras de la infeccidon (Carvalho
Riveron, 2011).



La LV, causada principalmente por L. donovani y transmitida tanto por
Phlebotomus orientalis como por Phlebotomus Martini, es altamente endémica en
Africa Oriental. Pheblotomus orientalis esta muy extendido en los paises del este de
Africa y se considera como el principal vector de la LV tanto para la forma
antropondtica como zoondtica (Al-Salem, 2016). En cuanto a P. orientalis cabe resaltar
su correlacion con estaciones secas Yy con la presencia de bosques, que forman parte de
una vegetacion abundante en Sudan y en las zonas bajas de Etiopia.

Por otro lado, P. martini se ha reportado en Uganda, Kenia, Somalia, Sur de
Sudéan y Etiopia, donde la humedad alta se combina con temperaturas moderadas. El
area de distribucion de la leishmaniosis esta condicionada no so6lo por la presencia del
fleb6tomo, sino por su abundancia y por su afinidad con algunas especies de
vertebrados (Reithinger, Brooker and Kolaczinski, 2007; Al-Salem et at, 2016).

2.3 Manifestaciones Clinicas
Leishmaniosis humana

Inicialmente, debemos considerar que se dan una diversidad de manifestaciones
clinicas que se pueden presentarse en un paciente con leishmaniosis. Existen varios
factores directos, como la inmunocompetencia y caracteristicas genéticas de la persona,
asi como la especie de Leishmania responsable de la infeccion, que pueden afectar al
tipo de manifestacion clinica. Cada una de las especies de Leishmania presentan en
cierto modo un tropismo diferente por determinadas partes del organismo infectado. Las
distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad son las que nos permiten clasificarla
en LV, en LC y en LMC, las cuales resultan de la replicacion del parasito en los
macrofagos del sistema fagocitonuclear, dermis y mucosa naso-orofaringea,
respectivamente (Herwaldt, 1992). La LV esta causada principalmente por L. donovani
en el este de Africa y en la India. Sin embargo, en Europa, norte de Africa, oriente
medio, Asia y Latinoamérica, la LV estd causada por L. infantum (Chappuis et al.,
2007).

La LV o kala-azar es la forma mas grave de leishmaniosis, pues podria ser
mortal en pocos meses en ausencia de tratamiento médico. El periodo de incubacion

puede variar desde 10 dias hasta 1-2 afios, y el inicio de la enfermedad suele ser gradual.
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Este tipo de Leishmania involucra a todo el sistema reticulo-endotelial y se caracteriza
por espasmos irregulares, fiebre, pérdida de peso, anemia, hepato y esplenomegalia,

aungue también se han observado complicaciones cutaneas tardias.

La LC esta causada por las especies en el Viejo Mundo siguientes: L. majory L.
tropica; y en el Nuevo Mundo se distinguen dos subgéneros: L. leishmania (incluye
entre otras, L. mexicana, L. amazonensisy L. chagasi) yL. viannia (incluye L.
panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis). Dentro de las infecciones por Leishmania,
la LC es la mas comun en el hombre y su periodo de incubacion es bastante variable,
entre 1 a 3 meses, tiempo al final del cual aparece, en la mayoria de los casos, una
lesion ulcerosa de 0,5 a 10 cm. de didmetro, recubierta de una costra y de borde saliente
escamoso. Aunque no representa riesgo de muerte para el paciente, las epidemias de las
formas cutaneas son un problema importante en algunos paises y son dificiles de

controlar (Arenas et al., 2017).

La LMC, también conocida como “espundia”, es caracteristica de las selvas
tropicales amazénicas y estd causada principalmente por L. braziliensis. Al inicio de la
enfermedad, la manifestacion es exclusivamente cutanea, con lesiones Unicas o
maultiples y, en la mayoria de los casos, es autolimitante. No obstante, entre un 20 y
50% de los casos, al cabo de un cierto tiempo aparecen lesiones granulomatosas
hemorrégicas en la mucosa nasal, mucosa gingival y rinofaringea, con una evolucion a
necrosis extendida, las lesiones tipicas de mutilaciones (Gramiccia and Gradoni, 2005;
Gregory et al., 2008; Kolaczinski et al., 2008; Kumar and Nylén, 2012; Rohousova et
al., 2015).

Leishmaniosis canina

Cuenta con un espectro de manifestaciones clinicas que van des de infeccion
subclinica o enfermedad leve autolimitante hasta enfermedad grave, que incluso en
ocasiones pueden causar la muerte del animal (Rio et al, 2018). En comparacién con los
humanos, los caninos parecen ser mas susceptibles a la infeccion por Leishmania
infantum. Estos desarrollan una enfermedad moderada en la mayoria de los casos
(Gramiccia, 2011; Velez et al., 2019). Los perros pueden manifestar una evolucion
cronica de la enfermedad, caracterizada por signos viscero-cutaneos, que se producen en

menos del 50% de los animales infectados. Por otra parte, puede ocurrir una infeccion



subclinica, sin signos clinicos macroscopicos evidentes en el paciente. Sobre este punto,
es importante tener en cuenta que dichos animales si son seropositivos, sean éstos
enfermos o aparentemente sanos, pueden considerarse como infecciosos para los
vectores flebotomos responsables de la transmision de esta infeccion (Molina et al.,
1994; Cavalcanti et al., 2012).

Existen tres caracteristicas patogénicas principales que ocurren en perros
infectados. Los macrdfagos son las células diana del parasito, como hemos descrito
anteriormente. Estos macrdfagos se convierten en el sitio de replicacion del parésito. En
segundo lugar, tanto el establecimiento de la enfermedad como la evolucién de la
misma depende del huésped (la respuesta inmunitaria, la presencia de co-infecciones, y
la edad, entre otros factores). En tercer lugar, una vez establecida, la infeccion suele
persistir en los tejidos, ya que los amastigotes de Leishmania tienden a localizarse en
todos los tejidos donde existen células monocitos-macrofagicas en ndmeros altos
(Paltrinieri et al., 2010).

Los signos clinicos mas frecuentes son los cutdneos como las dermatitis
exfoliativas, ulcerativas, nodulares, papulares y pustulosas; aunque también es comdn la
pérdida de peso, linfadenopatia y esplenomegalia. (Gallego, 2004; Solano-Gallego et
al., 2011; Noli and Saridomichelakis et al, 2014; Saridomichelakis and Koutinas, 2014).

También pueden manifestarse signos clinicos del sistema gastrointestinal, como
nddulos orales (Blavier et al., 2001); alteraciones del sistema cardiovascular, como
miocarditis, vasculitis, trombosis venosa y, en algunos casos, hipertension (Koutinas et
al., 2001; Cortadellas et al., 2006; Petanides et al., 2008; Bourdeau et al., 2014); del
sistema respiratorio como neumonia; y del sistema esquelético, tales como lesiones
Oseas proliferativas y liticas (Agut, 2003). En cuanto a los 0jos, se pueden observar las
siguientes  alteraciones: glaucoma, coriorretinitis, hemorragia retiniana con
desprendimiento y atrofia (Cortadellas et al., 2008; Pefia et al., 2008). En el sistema
nervioso central se pueden encontrar signos indicativos de lesiones intracraneales o
espinales (Viuelas et al., 2001; Cauduro et al., 2011; José-Lopez, 2012; Jose-Lopez et
al., 2014).

En cuanto a la bioquimica clinica sanguinea de rutina, en algunos casos podria
ser la Unica indicacion de la enfermedad en perros aparentemente sanos (infeccidn

subclinica). Los hallazgos mas frecuentes incluyen: anemia leve normocromica,



normocitica no regenerativa, aumento total de concentracion de proteinas séricas con
gamma Yy beta globulinemia. Se puede observar disminucion de la albimina y cociente
albumina/globulina y proteinuria glomerular (Koutinas et al., 1992; Ciaramella et al.,
1997; Solano-Gallego et al., 2001; Corona et al., 2004; Plevraki et al., 2006; Shaw,
2009).

Anormalidades adicionales, menos comunes y que podrian interpretarse de
manera contradictoria e inespecificas, pueden incluir alteraciones hematologicas como
leucocitosis leve o leucopenia, neutrofilia o neutropenia, eosinofilia o eosinopenia,
linfocitosis o linfopenia, monocitocis o monocitopenia y, por ultimo trombocitopenia
(Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 2001; Gaskin et al., 2002; Corona et al., 2004;
Petanides et al., 2008). Ademas, se pueden observar alteraciones del perfil de
coagulacion, tiempo de sangrado prolongado, aumento de tiempo de coagulacion,
disminucion de la agregacion plaquetaria, disminucion del factor de Von Willebrand y
aumento del fibrinbgeno (Corona et al.,, 2004; Petanides et al., 2008). Las
anormalidades inmunoldgicas pueden incluir anticuerpos antinucleares positivos
(Ciaramella et al., 1997). En endocrinologia, también se ha documentado disminucién
de la T4 basal (Saridomichelakis et al., 2013).

2.4 Diagnostico

Para el diagndstico seroldgico pueden considerarse la prueba de aglutinacion
directa (DAT). Esta prueba fue la primera desarrollada para su utilizacién en campo, es
simple, barata y confiable, ya que presenta una alta sensibilidad y especificidad
comprobada.(Travi et al., 2018). La DAT se basa en la algutinacién de los

promastigotes de Leishmania coomassin trypsinized por anticuerpos anti — Leishmania.

Otra prueba utilizada para el diagnostico de Leishmania en perros es la prueba
deteccidn de aglutinacion rapida (FAST) que consiste en una modificacion del DAT
basada en una sola dilucion de suero por encima del punto de corte de los sueros
normales. Requiere tiempos de incubacion mas cortos y se ha optimizado para detectar

grandes poblaciones de perros.

La prueba de anticuerpos de inmunofluorescencia (IFAT) contra

los promastigotes de Leishmania es el método seroldgico cualitativo de referencia
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actualmente para el diagnostico de CVL. La especificidad y sensibilidad son cercanas al
100% en animales sintométicos (Paltrinieri et al., 2016). Algunas limitaciones notables
son la reactividad cruzada con otros patdégenos como los tripanosomes y la sensibilidad
significativamente menor para identificar perros asintomaticos en comparacion con
ELISA (Solano-Gallego et al., 2014).

La prueba de ELISA es otra de las pruebas que mas se utilizan en la rutina
diagnostica de la Leismania. Una de las ventajas importantes es que permite analizar
grandes cantidades de muestras utilizando microplacas recubiertas de antigeno y un
espectrofotometro que determina los titulos de anticuerpos por densidad dptica. El
potencial para la cuantificacion absoluta de anticuerpos hace que ELISA sea una
herramienta poderosa que es menos susceptible al sesgo del operador. Uno de sus
puntos fuertes es la posibilidad de utilizar combinaciones de antigenos maultiples, lo que

aumenta la sensibilidad y/ o especificidad del método (Santarém et al., 2010).

Pruebas mas sencillas como las que se basan en pruebas principalmente en
pruebas inmunocromatograficas cualitativas que se leen a simple vista. Estas pruebas
presentan una aplicacion mas adaptada al trabajo en el campo, ya que cuenta con un
disefio facil de usar. . La mayoria de los kits comerciales disponibles actualmente
utilizan unos pocos antigenos recombinantes validados como rK39, rkK26 y rKE16. La

rK es la comunmente utilizada.

En las pruebas descriptas anteriormente se pueden usar liquidos bioldgicos
distintos, como plasma, suero, sangre entera o sangre adsorbida en papel de filtro. La
especificidad de los kits comerciales suele ser alta (> 90%), a diferencia de la
sensibilidad, que puede ser muy variable (30% -90%) y un motivo de preocupacion

tanto para aplicaciones clinicas como epidemioldgicas (Laurenti et al., 2014).

En el caso de lesiones cutaneas 0 mucocutaneas, sospechosas de leishmaniosis,
el primer paso es tratar de determinar la presencia de amastigotes por microscopia,
mediante la tincion de Giemsa de las lesiones cutaneas. La observacion microscopica de
aspirados de linfonddulo o médula 6sea es una de las técnicas mas utilizadas tanto en
humanos como en perros. El cultivo y la identificacién de la especie de Leishmania,

mediante técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y/o el analisis de



isoenzimas, puede aportar datos importantes para el tratamiento y pronostico de la

enfermedad.

2.5 Tratamiento

El tratamiento frente a la leishmaniosis es bastante dificil, teniendo en cuenta la
complejidad de la enfermedad, el estado del paciente, las manifestaciones clinicas, la
especie de Leishmania y, por Ultimo, pero no menos importante, la localizacion
geografica. Sumado a esto, debe tenerse en cuenta el nimero de casos con co-infeccién
de otras enfermedades. A lo largo del tiempo se han desarrollado diversos tratamientos
basados en quimioterapia, quimioterapia combinada, inmunoterapia e
inmunoquimioterapia. En el caso de la leishmaniosis canina, el tratamiento
farmacoldgico de primera linea mas utilizado es una combinacion de antimoniato de
meglumina y alopurinol. Sin embargo, a pesar de que la mayoria de los perros se
recuperan clinicamente con esta terapia, generalmente no se logra una completa
eliminacion del parasito y los perros infectados pueden recaer, por lo cual, un
seguimiento de los perros post-tratamiento es muy importante para evitar la reaparicion

de la enfermedad (Carvalho Riverdn, 2011).

3. OBJETIVOS

El primer objetivo de este estudio fue detectar anticuerpos frente a antigeno de
L. infantum mediante técnica de ELISA en suero de perros provenientes del noroeste de
Uganda, asi como evaluar factores de riesgo. El segundo objetivo del estudio fue
evaluar el uso de suero impregnado en utilizacion de en papeles Whatman n°3 (papel

filtro) para la deteccion de anticuerpos frente L. infantum mediante técnica de ELISA.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Seroprevalencia de leishmaniosis canina en el noroeste de Uganda mediante el

estudio de muestras de suero

Area de estudio

Las muestras que fueron analizadas en este trabajo proceden de varias
localidades del suroeste de Uganda (Figuras 1y 2). Los distritos de los cuales provienen
las muestras son: Kisoro, Kasese, Capchorwa, Buliisa, Masindi, Kibingo y Hoima.
Ademés de cada distrito, se recogieron muestras de diferentes subdistritos

(“subcounty”), municipios (“parish”) y poblados (“village”) (Tabla 1).

Se considera al distrito como la division méas importante con relacion al resto de
subdivisiones, sean estas: subdistrito, municipio o poblado respectivamente. En relacion

a los parques nacionales, corresponden a tres distritos diferentes.

Tabla 1. Organizacion por distrito, subdistrito, municipio y poblado de los cuales provienen las muestras
analizadas de suero.

Distrito Parque Nacional Subdistrito  Municipio Poblado
Kisoro Mgahinga Kisoro
Rushoroza Rwerere

Kinyamaseke

Kasese Queen Elisabeth Kisinga
Mukunyu
Nyabyeya Nyabigoma
Buliisa Budongo
Kanyege
Rwengabi
Hoima Njakafunjo
Kapchorwa Maram
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Figura 1.

Distritos de Uganda

B8 Budongo
B Kasese
Kisoro

B Queen Elizabeth National Park

Mapa de Uganda, Africa. Distritos donde se muestred en este estudio.
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Aldeas de la region de Queen Elizabeth NP
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Figura 2. Mapa de las distintas aldeas donde se recogieron las muestras.
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Recogida de muestras

Para este estudio se utilizaron muestras de suero de perros (Canis familiaris)
provenientes de diferentes localidades de Uganda. Un total de 271 muestras fueron
procesadas y analizadas. Las muestras fueron sometidas a un proceso de inactivacion
por calor a 58°C durante 60 minutos previo al envio a Espafia. Las muestras
corresponden al afio 2017. Estas fueron debidamente identificadas con el codigo CF
(Canis Familiaris) seguido del afo, representado por los dos ultimos ndmeros 2017
quedando finalmente asentada en la base de datos CF17-001. Las muestras fueron
registradas en una base de datos Excel, con datos de localizacion, cantidad de animales
por propietario (inclusive ganado: cabras, ovejas y vacas), sexo, edad, raza, condicion

corporal, estado sanitario, castrado/esterilizado y manifestaciones clinicas (Tabla 2).

En cuanto a manifestaciones clinicas, se registraron animales que durante la
toma muestras, presentaban algan tipo de lesiones y/o caracteristicas de consideracion
como: heridas cutaneas- incluyendo lesiones descamativas, heridas en conducto auditivo
externo (CAE), alopecia- ademés fueron considerados en este apartado animales en

gestacion. El resto de perros se consideraron como aparentemente sanos.

Tabla 2. Disposicién de datos recogidos de Uganda. C/P= canino por propietario. Edad <2 afios= joven
>2 afios= adulto. CC= condicién corporal, 1= caquexia 2= bajo peso 3=ideal, 4= sobrepeso, 5= obeso.
C/E= castrado/esterilizado. MC= manifestaciones clinicas. NA= sin dato.

ID Localidad C/P Raza Sexo Edad CcC C/IE MC
CF17001  Kisoro 3 NA  Macho Joven Bajopeso No No

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Técnica

El andlisis de los sueros obtenidos se llevd a cabo en el laboratorio del
Departamento de Medicina y Cirugia animal de la Universidad Autonoma de Barcelona.
Dicho proceso sigui6 el protocolo ya establecido para la prueba de ELISA (Solano-
Gallego et al., 2014).

Posteriormente a antigenar la placa, se preparo en placa de ELISA una dilucion

de 1/800 del suero problema con PBS-Tween20 0.05% + 1% leche. Tras una incubacién
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a 37°C por 1 hora, se procedio a los lavados: 3 lavados con 200ul PBS-Tween20 0.05%
y un ultimo lavado con PBS. Después, se incubé de nuevo con 100ul/pocillo de
Proteina A conjugada (dilucion 1:30000), por 1 hora a 37°C. Se repiti6 el proceso de los
cuatro lavados comentados anteriormente. Las placas se revelaron agregando solucién
de sustrato o-fenilendiamina (OPD) y el tampon de sustrato (SIGMAFAST OPD, Sigma
Aldrich). La reaccion se detuvo con 50ul de H2SO4 2.5M/1. Los valores de absorbancia

se leyeron a 492nm en un lector automético (ELISA Reader Anthos 2001) (Figura 3).

Para todas las placas se uso el suero de un perro enfermo con una infeccion
confirmada como control positivo (calibrador) y el suero de un perro sano como control

negativo. Ademas, todas las muestras se analizaron por duplicado.

Figura 3. Placa de ELISA parada.
Interpretacion de los resultados de ELISA

Para las muestras analizadas, se utilizaron los valores de referencia establecidos
previamente (Solano-Gallego et al., 2014). El resultado se cuantificO como unidades
ELISA (EU) relacionadas con el suero canino positivo utilizado como calibrador y
establecido arbitrariamente en 100 EU. El valor limite se establecié en 35 U (media + 4
desviacion estandar SD de valores de 80 perros de area no endemica). La interpretacion

de los resultados del ELISA fue la siguiente:

El % de positividad se calcul6 siguiendo la siguiente férmula:

_ Media OD de las muestras — Media de control de conjugado

Media del calibrador — Media del control de conjugado

donde:
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X= % de positividad
OD-= densidad 6ptica

Negativo: <35%

Positivo bajo: 35-150%
Positivo medio: >150-300%
Positivo alto >300%

Y V V VY

4.2 Evaluacion de los papeles Whatman como alternativa a las muestras de suero

Localizacién del estudio

Las muestras de este grupo provienen de areas correspondientes al Parque
Nacional Queen Elisabeth (Figura 2). Se trata de uno de los parques mas importantes de
Uganda, con una extension de 1.978 km2 situado a 400 km al suroeste de Kambala.

Recogida de muestras

Se utilizaron sangre entera y suero sanguineo de caninos (Canis familiaris)
recogidos en el afio 2018. Identificadas con un codigo correspondiente a la especie CF
(Canis Familiaris), seguido el numero 18 haciendo referencia al afio CF18-001. Un
total de 65 muestras fueron procesadas y analizadas. Correspondiéndose 54 muestras de
suero y 11 de sangre. Todas las muestras fueron remitidas en bolsas de plastico (ciplot)
debidamente identificadas. Las muestras fueron registradas en una base de datos Excel
tal como las muestras de suero del afio 2017 (Tabla 2).

Los papeles filtro Whatman utilizados para el trabajo fueron de forma circular de
15cm de didmetro (GE Healthcare Whatman™ Grade 589/3 quantitative filter paper
circles). Para la recogida de muestras dispusieron de dos a tres gotas de sangre
entera/suero (aproximadamente 15uL) siguiendo la siguiente disposicion: sangre en la
parte superior del papel y suero en la parte inferior. El disco de papel contenia la

descripcion de la muestra, con el sistema de codigo descrito anteriormente (Figura 4).
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Papel Whatman

Sangre

Suero

Figura 4. Disposicion de las muestras de sangre/suero en el papel de filtro Whatman n°3

Papel filtro Whatman n° 3

Técnica

La técnica utilizada siguio el mismo principio que el descrito para las
muestras de suero, pero teniendo en cuenta que estas muestras de sangre y suero
vinieron depositadas en papel de filtro y que éste tiene una absorbancia de
aproximadamente 15ul por cada disco recortado (punch) (Fisa et al., 1992). Para ello se
colocaron 50upl de PBS-Tween20 0.05% + 1% leche en tubos Eppendorf
individualmente con los discos recortados y se dejaron en agitacién a temperatura
ambiente durante toda la noche (Figura 5). La técnica de ELISA se realiz6 como
previamente descrito en el apartado anterior. La dilucion utilizada del papel de filtro fue
de 1/50. Se prepard una dilucién de 1/50 del preparado con papel de filtro, la cual se
afiadio 100ul en los pocillos de la placa de ELISA con PBS-Tween20 0.05% + 1%

leche.
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Perforadora manual Papel perforado Eppendorf

6mm = 10pl suero Disco de 6mm en 50pl de solucion
20pl sangre

Figura 5. Utensilios utilizados para la realizacion del ELISA con papeles Whatman n°3. El
volumen total recogido de cada tubo Eppendorf con un disco de 6mm corresponde a 10ul de
volumen para los sueros y 20ul de volumen para sangre. Consiguiendo una dilucién final 1/50

Los valores de absorbancia se leyeron a 492 nm en un lector automatico (ELISA
Reader Anthos 2001). Todas las placas incluyeron el suero de un perro enfermo con una
infeccion confirmada como control positivo (calibrador) y el suero de un perro sano

como control negativo. Todas las muestras de la placa se analizaron por duplicado.

Determinacién del cut-off

Para la determinacion del cut-off se utiliz6 la metodologia de la curva de
caracteristica operativa del recepto (ROC Curve) (Hajian-Tilaki, 2018). utilizando el
software SPSS Stadistics (SPSS Inc, 2008). Se utilizaron 20 sueros caninos positivos, y
30 sueros de perros seronegativos de Catalunya.

De los resultados obtenidos, se escogi6 el valor limite de 27.15%
(sensibilidad=100%; especificidad=100%) como cut-off (Anexos 1 y 2). Las muestras
de suero y sangre se clasificaron como positivo alto cuando tenian un porcentaje de
positividad (% p) igual o superior a 100%, positivo se clasificaron como % p igual o
mayor que 27% y menor que 100%. Finalmente, las muestras negativas fueron aquellas

con porcentaje inferior al 27%.
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Anadlisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software SPSS Stadistics (SPSS Inc,
2008) y el R (1386 3.5.1) También se utiliz6 el GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc.5.00) para la realizacion de graficos.

Las variables independientes fueron localidad, raza, edad, sexo, condicién
corporal, animales castrados/esterilizados, presencia de ectoparasitos y manifestaciones

clinicas del animal.

Se distribuyeron los animales entre 2 grupos de edad: adultos (>2 afios) y
jovenes <2 afios) para transformar ésta variable numérica en categodrica. Igualmente, se
distribuyeron los animales en 3 grupos dependiendo de su condicion corporal: bajo
peso, ideal y sobrepeso, para reducir el nimero de grupos. Para el estudio de variables
categoricas, se utilizaron tablas de contingencia de las variables de exposicion por Chi-

cuadrado de Pearson (X?) y el test exacto de Fisher.

Se compararon los resultados del ELISA (% de positividad) por zonas, sexo,
edad, condicion corporal, animales castrados/esterilizados, presencia de ectoparasitos y
manifestaciones clinicas del animal usando Mann-Whitney (2 grupos) y Kruskal-Wallis

(>2 grupos).

Se estudié la normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk y se definié P<0.05

como significativo.

5. RESULTADOS
5.1. Anélisis descriptivo de los sueros inactivados de perros estudiados
De 271 muestras analizadas todas resultaron negativas.

La distribucion geografica de las muestras, la mayoria proviene del distrito de
Mukunyu (42.8%), seguido de Kisinga (26.2%) y Kisoro (15.5%). En las muestras
analizadas se observo una mayor proporcion de perros machos (81.4%) que hembras

(18.6%). Del total, el 99.6% corresponden a perros no castrados, desconociéndose el

17



estado de 27 animales muestreados. Se registré un 41.7% de animales con bajo peso,
seguido de un 40% de animales con condicién corporal ideal, un 15.6% de caquécticos
y un 2.8% de animales con sobrepeso. De manera general, el 74.2% de animales
muestreados fueron menores de 2 afios. Del total de caninos muestreados, el 12.5%
presentd manifestaciones clinicas, de las cuales se destacan: heridas cutéaneas,
incluyendo lesiones descamativas (n=6), heridas en CAE (conducto auditivo externo)
(n=8) y alopecia (n=18). Ademas, un Unico caso de gestacion fue reportado. Por lo que
respecta a la raza canina, el 99.6% de los animales de este estudio fueron de raza

mestiza (locales).

Dentro del total de muestras analizadas, se registraron las siguientes
variables sin datos disponibles: edad (n=27), condicion corporal (n=91), sexo (n=24) y
raza (n=31).

5.2 ELISA en muestras en papel Whatman

Descripcion clinica
La mayor cantidad de muestras resultaron de la localidad de Nyakasanga (20%;
n=13), sequida por Kinyamaseke (18.5% n=12). Por otro lado, de Mukunyu fue donde

se recogieron menos muestras, Unicamente 3 (4.6%).

Para este grupo de muestras, hemos estudiado un mayor nimero de perros
machos (69.2%, n=45) que de hembras (30.8%, n=20); y una mayor proporcion de
animales jovenes <2 afios (62.1%, n=36) que de adultos >2 afios (37.%, n=22).

La localidad donde se muestrearon mas perros jovenes fue en Kinyamaseke
(n=12), donde ademas, no se muestrearon perros adultos. Todos los animales estudiados

fueron de raza mestiza; y Unicamente 2 fueron castrados.

Se observo un 48.7% de animales con condicion corporal ideal (n=19), seguido
de un 25.6% de animales con bajo peso (n=10), un 20.5% con sobrepeso (n=8) y un
5.1% de animales caquécticos (n=2). Las localidades donde se muestrearon mas
animales con caquexia y bajo peso fueron Hyammamba (bajo peso 60%, caquexia
20%)) y Mukunyu (bajo peso 66.6%, ningin animal con caquexia). Los animales con

sobrepeso provinieron sobre todo de Kilembe (n=3) y Karusandara (n=3).
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Con respecto a los animales con manifestaciones clinicas, hemos encontrado del
total de animales muestreados (n=65) solo 3 presentaron algun tipo de anormalidad. Se

describieron dos animales con TVT y un unico animal con sarna.

Interpretacion de los datos serologicos

Para interpretar los resultados, se siguieron los valores de referencia establecidos
anteriormente. Ademas, por lo que respecta a la condicién corporal, los animales se
reagruparon esta vez segun: bajo peso (caquécticos junto con bajo peso), ideal o
sobrepeso.

Del total de muestras analizadas (n=65) se detectaron anticuerpos en un 50.8%
(n=33) y un 49.2% (n=32) fue negativo. De aquellos positivos, el 9.1% (n=3)
correspondieron a positivos altos. Las localidades donde hubo una mayor prevalencia en
general fueron: Karusandara (80%) y Kilembe (77.7%). La mayoria de perros
seropositivos entraron dentro de la categoria “ideal” (n=19), no obstante, la categoria
que obtuvo un porcentaje mas elevado de seropositivos fue la de “sobrepeso™, con un
87.5% de su total.

La seropositividad segun el sexo fue: machos 48.8% (n=22) y hembras 50% (n=11).
De ellos, el 58.3% estaban castrados. Un total de 52.7% de los perros seropositivos
fueron jovenes <2 afios (n=18). Del total de perros que mostraron tener parasitos
(n=48), el 47.9% (n=23) fueron seropositivos. Cuarenta y ocho perros recibieron
tratamiento antiparasitario (ivermectina), de los cuales 23 resultaron seropositivos
(47.9%). Los perros que no presentaron ectoparasitos (n=17) se observo seropositivos
en un 58.8% (n=10) (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de seroprevalencia frente a L. infantum en base a la distribucion geogréfica, edad,
sexo, condicién corporal, castrados/esterilizadas manifestaciones clinicas, presencia de ectoparasitos y
tratamiento antiparasitario. ‘lIntervalo de confianza. 2Nivel de confianza=95%. *Tratamiento

antiparasitario con ivermectina. **NA= Sin dato

SEROPREVALENCIA

N° N° % I’
L (95%
perros positivos Total cL?)
Kasese Camp School 8 5 62.5 24-91
Kasese Nsakasanga 5 2 40 0.5-85
Kilembe 9 7 77.7 40-97
Karusandara 5 4 80 28-99
Localizacion geografica ~ Nyakasanga 13 5 385 14-68
Hyammamba
Division 10 3 30 0.6-65
Kinyamaseke Town 12 5 41.6 15-72
Mukunyu 3 2 66.7 0.9-99
Macho 45 22 48.8 33-64
Sexo
Hembra 20 11 55 31.77
Joven 36 19 52.7 35-69
Edad
Adulto 22 10 45.4 24-67
Bajo peso 12 4 33.3 10-65
Condicis | Ideal 19 11 57.8 33-79
ondicion corpora Sobrepeso 8 7 87.5 47-99
NA** 26
. Si 62 33 53.2 40-66
Animal Castrado
No 3
Manifestaciones Clinicas Si ¥ 1 3 0.1-91
No 62 32 51.6
Presencia de ectoparésitos Si 48 23 47.9 33-62
P No 17 10 58.8 32-81
Tratamiento Si 48 23 47.9 33-62
antiparasitario* No 17 10 58.8 3281
TOTAL 65 33 50.8 38-63

Se debe mencionar que la variable raza fue eliminada del analisis estadistico ya que
todos los perros muestreados correspondian a mestizos (Tabla 4). La seroprevalencia de
L. infantum en base a las variables estudiadas y a la localizacion geografica se muestran
en la tabla 4 y 5. Entre estas variables registradas no se encontrd ninguna asociacion
estadisticamente significativa con la seroprevalencia de la infeccion, a excepcién de las

comentadas a continuacion.
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Tabla 4. Seroprevalencia de L. infantum segln variables de sexo, edad, raza, condicién corporal, presencia de ectoparasitos, animal castrado/esterilizado y tratados con
antiparasitario, agrupados por localizacién geografica. *One-sided 97.5% confidence interval.

Kasese Base Camp School Kasese Nsakasanga Kilembe Karusandara
n | npos(%) | IC(95%) | n | npos (%) | IC(95%) | n | n.pos (%) | IC(95%) | n | n.pos (%) | IC (95%)
Macho | 4 3(75) 19-99 3| 1(33.3) 0191 |5]| 5(100) 48-100* | 4 3(75) 19-99
Sexo Hembra | 4 |  2(50) 0693 | 2| 1(50) 0199 |4 | 2(50) 0693 |1 1(100) | 0.2-100*
<2 4 2(50) 0693 | 4 1(25) 0.7-81 | 4| 4(100) 40-100 | 2 1(50) 0.1-99
Edad >2 3 2(66.8) 0.9-92 0 — — 5 3(60) 15-95 3 3(100) 29-100*
NA 1 1(100) 0.2-100* | 1 1(100) 0.2-100* | 0 - — 0 — -
Raza Mestiza | 8 5(62.5) 24-91 5 2(40) 0.5-85 9 7(77.8) 40-97 5 4(80) 28-99
1 — — — - — — 0 - — 0 — -
2 — — — - — — 0 - — 0 — -
Condicién corporal 3 - - - - - - 6 5(83.3) 36-100 0 - -
4 - - - — — — 4| 2(50) 0.6-93 |3 ] 3(100) 29-100*
NA 8 5(62.5) 24-91 5 2(40) 0.5-85 0 — - 2 1(50) 0.1-99
Presencia de ectoprasitos Si 6 | 5(83.3) 35-99 3 — — 7| 6(85.7) 42-100 | 2 1(50) 0.1-99
P No |2 — — 2 — — 2| 1(50) 0199 | 3| 3(100) | 29-100*
Castrado/Esterilizado Si 8 | 5(62.5) 24-91 4 2(50) 0693 |9 | —7(77.8) —40-97 |5 4(80) 28-99
No 0 — — 1 — — 0 - —|o — -
Tratamiento antiparasitario™ Si 7 | 4(57.1) 18-90 4 2(50) 0693 |9 | 7(77.8) 40-97 5 4(80) 28-99
No 1 - - 1 - - 0 - - 0 - -
TOTAL 8 | 5(62.5) 2491 |5 2(40) 05-85 |9 | 7(77.7) 40-97 5|  4(80) 28-99
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Tabla 5. Seroprevalencia de L. infantum segln variables de sexo, edad, raza, condicidn corporal, presencia de ectoparasitos, animal castrado/esterilizado y tratados con
antiparasitario, agrupados por localizacion geografica. *One-sided 97.5% confidence interval.

Nyakasanga Hyammamba Division Kinyamaseke Town ‘ Mukunyu
n | npos(%) | IC(95%) | n | npos(%) | IC(95%) | n | npos (%) | IC(95%) | n | n.pos (%) | IC (95%)
Macho | 11 | 4(36.3) 11-69 7 3(42.9) 10-82 10 5(50) 18-81 1 — —
Sexo Hembra | 2 1(50) 0.1-99 3 4(66.7) 22-95 2 — — 2 2(100) 0.2-100*
<2 2(50) 0.6-93 3 2(66.7) 0.9-99 12 | 5(41.6) 15-72 3 2(66.7) 0.9-99
Edad >2 4 1(25) 0.7-81 7 1(14.2) 0.04-58 0 — — 0 — —
NA 5 2(40) 0.5-85 1 2(100) 16-100* | O — — 0 0 -
Raza Mestiza | 13 | 5(38.5) 13-69 10 3(30) 0.6-65 12 | 5(41.6) 15-72 3 2(66.7) 0.9-99
1 0 — — 2 1(50) 0.1-99 0 - — — — —
2 0 — — 6 1(16.7) 0.04-64 2 1(50) 0.1-99 2 1(50) 0.1-99
Condicion corporal 3 1 1(100) — 2 1(50) 0.1-99 9 3(33.3) 07-70 1 1(100) 0.2-100*
4 1 1(100) — 0 — — 1 1(100) 0.2-100* | — — —
NA 11 | 3(27.2) — — — — — - — — —
Presencia de ectoprasitos Si 10 3(30) 0.6-65 10 3(30) 0.6-65 9 3(33.3) 07-70 1 1(100) 0.2-100*
P No 3 2(66.8) 0.9-99 0 — — 3 2(66.6) 09-99 2 1(50) 0.1-99
Castrado/Esterilizado Si 12 | 5(41.6) 15-72 10 3(30 0.6-65 11 | 5(45.5) 16-76 3 2(66.7) 0.9-99
No 1 — — 0 — — 1 — 0 — —
Tratamiento antiparasitario® Si 13 | 5(38.5) 14-68 8 3(37.5) 0.8-75 11 | 5(45.4) 16-76 3 2(66.7) 0.9-99
No 0 - - 0 — — 1 — 0 — —
TOTAL 13 | 5(38.5) 14-68 10 3(30) 0.6-65 12 | 5(41.6) 15-72 3 2(66.7) 0.9-99
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% Positividad

Figura 6. Niveles de positividad de anticuerpos frente a L. infantum clasificado por zonas geograficas
Hyammabama Division<Karusandara (Mann-Whitney: W=7. P=0.028), Hyammabama
Divisi < Kilembe (Mann-Whitney: W=11. P=0.004), Kilembe > Kinyamaseke (Mann-
Whitney: W=88. P=0.015),Hyammamba Division < Kasese Base School (Mann-
Whitney: W=18. P=0.054),Kilembe > Nyakasanga (Mann-Whitney: W=88. P=0.051)

Hyammamba division presentd6 menor porcentaje de seropositividad que
Karusandara (Mann-Whitney: W=7. P=0.028). Por otro lado, Kilembe present6 mayor
porcentaje de positividad que Hyammamba division (Mann-Whitney: W=11. P=0.004)
y que Kinyamaseke (Mann-Whitney: W=88. P=0.015).
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Figura?7. Niveles de positividad de anticuerpos frente a L. infantum clasificado por condicién corporal
Se vio una relacion estadisticamente significativa entre las siguientes variables de

condicion corporal y seropositividad: los animales con un “bajo peso” obtuvieron un

porcentaje de seropositividad menor que aquellos animales con “sobrepeso” (Kruskal-
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Wallis: 7.18. df=2. P=0.028). Segun el diagrama de cajas realizado (Figura 7) se puede
observar, en cuanto a la seropositividad: Bajo peso < Ideal < Sobrepeso.

Por dltimo, se observo una tendencia (media=37.6%) en los animales castrados a
ser mas seropositivos (Mann-Whitney: W=32. P=0.056). No obstante, hay que tener en

cuenta que unicamente 3 perros fueron no castrados.

6. DISCUSION

En el presente estudio la seroprevalencia frente a L.infantum en perros de la
region Oeste de Uganda, fue del 50.8% mediante ELISA indirecto. El Unico estudio
previo en perros conocido en Uganda. realizado en el afio 2011. reportd una
seroprevalencia de 19.6% para Leishmania sp. en un total de 92 perros testeados en los
Parques Nacionales de Queen Elizabeth (QENP). Bwindi Impenetrable y Mgahinga
Gorilla (Millén et al.. 2013). Los resultados se obtuvieron mediante ELISA competitivo
con un intervalo de confianza al 95% (12.3-29.2) (Millan et al.. 2013). Por lo que
respecta a los resultados del QENP en concreto se reportd una seroprevalencia de 19.2%
en 26 perros totales muestreados (IC95% de 7.9-38.3) (Millan et al.. 2013). Estos
resultados pueden ser comparados con los obtenidos en el presente estudio en area
geogréfica correspondientes al parque nacional Queen Elizabeth donde se observé una

seroprevalencia total de 50.8% (I1C95% 38-63) de un total de 65 perros muestreados.

No existen mas datos previos sobre seroprevalencia de leishmaniosis canina en
este pais o zonas limitrofes con las que comparar (Rohousova et al., 2015). No obstante
otros autores han reportado seroprevalencias también elevadas en otros paises de Africa
tales como Senegal. En concreto, entre el 2005 y 2008 se reportd6 mediante

confirmacion molecular un 46.3% de positividad en perros del pais (Faye et al., 2010) .

Considerando que no se dispone de mucha informacion sobre la prevalencia de
la enfermedad en el noroeste de Uganda podemos mencionar que la mayoria de casos
que afectan a personas se han registrado en la region del Este del pais. Datos recogidos.
segun los registros hospitalarios del condado de Pokot (distrito de Amudat) indican una
cifra del 17% de prevalencia de LV (kala-azar) en el afio 2006. aungue se desconoce la

prevalencia real de la enfermedad en esta zona (Odoch and Olobo. 2013). Existen
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escasos estudios sobre prevalencia de leishmaniosis humana en paises de Africa, la
mayoria de los cuales son observacionales (Reithinger. Brooker and Kolaczinski. 2007;
Sunyoto et al.. 2018).

Con respecto a los datos del presente estudio podemos concluir que Uganda es
un pais endémico para esta enfermedad en perros. Si bien la seroprevalencia de la
enfermedad no present6 relacion estadisticamnete significativa respecto a las variables
estudiadas, si se observO una relacion estadisticamente significativa entre los
porcentajes de seropositividad de las muestras y la condicion corporal del animal. Asi
los animales con un bajo peso (22.3%) obtuvieron un porcentaje de seropositividad

menor que aquellos animales registrados con sobrepeso.

En relacion a los datos de frecuencia observados, no se registrd correlacion
estadisticamente significativa entre la seropositividad y el sexo de los perros
muestreados. Un estudio previo (Miranda et al., 2008) sobre la caraterizacion del sexo,
la edad y la raza para una poblacion de perros enfermos con leishmaniosis reveld que la
poblacién de perros enfermos(n=39) fue del 61%, la proporcién de perros machos en la
poblacién enferma fue significativamente mayor que la proporcion de hembras. En
relacion a la posible concordancia entre la edad y la prevalencia de la enfermedad. Esta
asociacion tampoco fue estadisticamente significativa en el presente estudio. No
obstante, se observé una tendencia respecto a la seroprevalencia en animales jovenes
menores de 2 afios con un 52.7% (n=19) de positivos. Los animales jovenes son
inherentemente mas sensibles a la enfermedad, motivo por la cual esta podria
desarrollarse a una edad mas temprana. Por otro lado el sistema inmunolégico

disminuye cuando se presenta otra infeccion concomitante (Miranda et al., 2008).

Por lo que respecta a las muestras recogidas en tubos EDTA (n= 271) que
resultaron completamente negativas al ELISA se planted la posibilidad de la existencia
de un error en el proceso manual de inactivacion al que fueron sometidas previo envio a
Espafia. Se ha considerado esta hipotesis en vista al aspecto gelificante de los sueros
utilizados al momento de realizar la prueba. ya que esta caracteristica esta asociada a
una temperatura superior a la establecida durante el proceso de inactivacion. Las
muestras biologicas de sangre y/o suero deben inactivarse a temperatura de 58°C por 15
a 60 min dependiendo de la especie (Soltis et al.. 1979).
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Un factor que no se ha tenido en cuenta en este trabajo es la posesion de ganado de
los propietarios de los perros muestreados en el afio 2017 que fueron aproximadamente
la mitad de ellos. Seria interesante evaluar la seroprevalencia de estos animales. ya que
pueden actuar de igual manera como reservorios de la enfermedad. En un estudio
realizado en el noroeste de Etiopia se reportd una proporcion importante de ganado
ovino y caprino seropositivo para antigenos contra L. donovani. (Rohousova et al..
2015) Ademés de actuar como reservorios también podrian estar actuando como
huéspedes alternativos y proteger en cierta manera a las personas que se encargan de

cuidar al ganado (Kolaczinski et al.. 2007)

Finalmente, si bien la seroprevalencia de L. intantum en el presente estudio se
considerd elevada, esfuerzos adicionales deberian considerarse para obtener unos
resultados mas concluyentes. Especialmente se ha reconocido la existencia de reaccion
cruzada entre los diferentes géneros de protozoos pertenecientes al orden
Trypanosomatida tales como la Leishmania spp. y Trypanosoma spp. en perros. Las
técnicas de diagndstico para estas enfermedades pueden dar resultados inconcluyentes
debido a que estos géneros de protozoo comparten antigenos muy similares. incluso a
veces idénticos (Zanette et al.. 2013). Es decir, existe serocorreacion cruzada entre
diferentes especies de Leishmania y entre especies de Leishmania y Trypanosoma
(Troncarelli et al., 2009).

Un estudio sobre la prevalencia de trypanosoma spp. en bovinos y asnos, reportd un
un 16.3% (1C95% 12.4-21.1) y 32.4% (IC95% 20.2-47.6) de seropositivos. Esto hace
indicar que Uganda es una zona de alta endemia de trypanosoma, afectando en gran

medida a varias especies de animales (Févre et al., 2001).

Se ha demostrado también la proteccion antigénica cruzada entre Leishmania spp. y
Trypanosoma spp. en humanos. La activacion no especifica de células T ocasionada
por Trypanosoma brucei demostro conferir proteccion contra la leishmaniosis cutanea

en estudios de laboratorio (Pereira et al.. 2018).

Ademas aspectos técnicos como el establecimiento del tamafio y tipo de muestra,
método de recogida de muestras y conservacion de la misma deberian perfeccionarse.
Debido al presumible caracter endémico de la enfermedad en el noroeste y suroeste de

Uganda, la aplicaciéon de un monitoreo de trabajo de campo en la poblacion de perros y
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vectores (principalmente en zonas con grandes extensiones naturales y reservas de agua)

deberia considerarse.

7. CONCLUSION

De los resultados expuestos en este trabajo, se ha concluido que la region
noroeste de Uganda presenta areas geograficas con elevada seroprevalencia de
Leishmania canina. Deben dedicarse esfuerzos adicionales en el estudio de de esta
enfermedad para determinar la seroprevalencia real en la totalidad del pais, asi
comprender el papel de los perros en la transmision de la LV a personas sus factores de

riesgo y las medidas de control a implementar mas eficientes.
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9. ANEXOS

Resumen de procesamiento de casog
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Anexo 1. Resultados obtenidos con la ROC curve. Punto de corte. positivas arriba de la linea. muestras

negativas. debajo de la linea. Positivos (n=20) Negativos (n=30).

Anexo 2. Valor de corte obtenido. ROC curve. Sensibilidad de 100% y Especificidad de 100%

Coordenadas de la curva
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