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RESUMEN

Objetivo Evaluar el desempefio de las pruebas empleadas en Colombia para el
diagndstico de la leishmaniasis visceral canina y adaptar una técnica de Western blot
empleando animales experimental y naturalmente infectados.

Metodologia Se obtuvieron sueros de 10 perros infectados experimentalmente con L.
infantum, 5 perros infectados naturalmente, 16 perros sanos, 26 de reaccion cruzada
(infectados con Babesia canis, Erhlichia canis, Dirofilaria immitis, Trypanosoma cruzi,
Leishmania (Viannia) spp.), 40 de zonas no endémicas y 150 de zona endémica.
Todos fueron evaluados mediante las pruebas de inmunofluorescencia indirecta
(IF1), ELISA 'y Western blot (WB).

Resultados Se encontr6 que IFI tuvo el mayor porcentaje de positividad en los perros
infectados (73 %) mientras que el menor porcentaje de falsos positivos se obtuvo por
WB (2,5 %). La prueba de ELISA fue la menos eficiente. Fueron reconocidas 24
fracciones antigénicas, las bandas de 29, 34, 50, 69, 75, 86, 99 y 123 kDa fueron
responsables de reacciones inespecificas en los sueros de perros sanos, de zona
no endémica y de reaccion cruzada. Las bandas por debajo de 29 kDa mostraron ser
potencialmente diagndsticas, especialmente la fraccién de 13 kDa.

Conclusiones Los métodos directos y seroldgicos pueden subdiagnosticar la infeccion
por Leishmania, solamente un constructo que combine tanto pruebas directas como
indirectas seria la forma més eficiente de diagnéstico.

Palabras Clave: Leishmaniasis Visceral, Western blotting, prueba ELISA, pruebas
inmunoldgicas, reservorios (fuente: DeCS, BIREME).
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ABSTRACT

Objective Evaluating canine visceral leishmaniasis diagnostic test performance in
Colombia and adapting the Western blot test in naturally and experimentally infected
dogs.

Methods Sera were obtained from 10 experimentally L. Infantum-infected dogs, 5
naturally infected dogs, 16 healthy dogs, 26 Babesia canis, Erhlichia canis, Dirofilaria
immitis, Trypanosoma cruzi and Leishmania (Viannia) spp infected dogs, 40 dogs
from non-endemic areas and 150 from endemic areas. Sera were tested for L. infantum
infection using immunofluorescent antibody (IFAT), ELISA and Western blot (WB) tests.
Results Positives results were obtained for 73 % of known infected dogs by the IFAT
test and false positives were obtained for 2.5 % of non-infected dogs using WB. ELISA
was not efficient for diagnosis. 24 antigenic fractions were recognised in tested sera
using WB; however, 29, 34, 50, 69, 75, 86, 99 and 123 kDa bands were recognised in
sera from dogs from non-endemic areas, healthy dogs and Trypanosoma cruzi,
Erhlichia canis, Dirofilaria immitis and Babesia canis infected dogs. The 13 kDa frac-
tion proved potentially useful for diagnosing canine visceral leishmaniasis.
Conclusions The separate use of parasitological and serological test could lead to
misdiagnosis of Leishmania infection; using both kinds of technique simultaneously
is thus highly recommended.

Key Words: Leishmaniasis, immunoblotting, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), fluorescent antibody technique, immunological test, reservoir (source: MeSH,
NLM).

a leishmaniasis visceral (LV) es una de las enfermedades parasitarias mas

importantes en humanos y su transmision en América se relaciona con la

presencia de reservorios animales (1). Durante los ultimos 30 afios se han
incrementado los casos de LV debido a factores como malnutricion, el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), cambios demograficos y ecoldgicos, in-
cremento de cepas resistentes a los tratamientos, establecimiento de nuevos
mecanismos de transmision y fallas en las estrategias convencionales de control
de reservorios y flebétomos (2,3).

En los perros la LV induce un cuadro clinico variable con manifestaciones
tanto cutaneas como viscerales, sin embargo, del 35 al 59 % de los animales
infectados son asintomaticos lo que plantea un importante problema de salud
pablica (4). La infeccion en el perro, principal reservorio doméstico de LV,
facilita la transmision vectorial al hombre, mediante mosquitos fleb6tomos
contaminados con los amastigotes presentes en la sangre y la piel de este tipo de
mascotas (1,5). Las pruebas serologicas han sido las herramientas de eleccion
en el diagnostico de LV canina, especialmente cuando se requiere detectar
portadores asintomaticos 0 monitorear esquemas de control (6-9). Se han
reportado valores entre 90 - 100 % de sensibilidad y 80% de especificidad para
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inmunofluorescencia indirecta (IFI) (3,9-10), del 85—96 % de sensibilidad y 86 —
98 % de especificidad para las pruebas de ELISA (4,6,10-13) y con respecto a
la prueba de aglutinacion directa (DAT) se habla de una sensibilidad del 100 %y
una especificidad del 98,8 % (14). Pruebas seroldgicas como el Western blotting
(WB), son consideradas herramientas altamente sensibles y que han mejorado el
diagndstico de LV en perros, sin embargo, no existe alin consenso con respecto
al patron de reconocimiento de polipéptidos que pueda relacionarse con la dindmica
clinica o parasitoldgica durante la infeccion en el perro (3,7,8,15-24).

El presente trabajo evalud el desempefio de las diferentes pruebas empleadas
en el diagnostico de LV canina, con el propdsito de reforzar las estrategias de
control en reservorios y mediante la adaptacion de la prueba de WB buscd
establecer el grado de correlacion presente entre los resultados obtenidos y los
estados clinico y parasitoldgico.

MATERIALES Y METODOS

Perros inoculados experimentalmente con Leishmania infantum: Se inocularon
2 grupos de 3 perros cada uno con 10° y 10* promastigotes de la cepa MCAN/
COL/98/CAT por via intravenosa (IV) respectivamente y un grupo de 4 perros
con 10 parasitos via intradérmica (ID). Todos fueron sometidos a los 2, 4 y 8
meses post inoculacion (mpi) a valoracion clinica, toma de sangre, aspirados de
ganglio linfatico popliteo y cultivo en medio 3N. Los sueros fueron alicuotados y
almacenados a -20°C.

Perros inoculados experimentalmente con Trypanosoma cruzi: Se inocularon
3 perros con tripomastigotes de la cepa MHOM/CO/SPR y 2 perros con la cepa
MHOM/CO/DA por via IV con 2 x 10* parésitos por kg de peso. Todos los
perros fueron sometidos a los 15 dias, 1, 2 y 4 meses post inoculacion a valoracion
clinica, toma de sangre de la vena cefélica para prueba de microhematocrito y
para la obtencion de sueros.

Sueros controles positivos y negativos: Se tomaron 5 sueros de perros de
zona endémica y 16 sueros de perros de la ciudad de Bogot4 D.C. Todos fueron
confirmados parasitolégicamente por impronta y cultivo de muestras de ganglio
linfatico popliteo, higado, bazo y médula dsea.

Sueros de reaccidn cruzada con otros parasitos: Se recolectaron 10 muestras
de sueros de perros infectados con Babesia spp. (3), Erhlichia spp. (3), Dirofi-
laria spp. (2) y Leishmania (Viannia) spp. (2).
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Sueros de perros de zona endémica y no endémica: Se colectaron 150 y 40
muestras de sangre en zona endémica y no endémica respectivamente.

Prueba de Inmunofluorescencia indirecta: Se llevo a cabo teniendo en cuenta
lo descrito por Corredor et al. (25) empleando promastigotes de Leishmania
infantum y un conjugado anti-lg G canina marcado con fluoresceina a la dilucion
de 1:32. Se emplearon diluciones seriadas de los sueros desde 1:16 hasta 1:4096
y el punto de corte fue establecido en una dilucién >1:32.

Prueba de ELISA: Se llevo a cabo teniendo en cuenta lo descrito por Pappas
et al. (26) y ega et al. (10) empleando un lisado de promastigotes de Leishma-
nia infantum con una concentracién de 7,5 p/ml y diluciones de suero de 1:600.
Se empled un conjugado anti-lg G canina marcado con fosfatasa alcalina a la
dilucién 1:6000. EI punto de corte fue establecido a un valor de absorbancia >
0.421.

Prueba de Western Blotting (WB): Se llevo a cabo siguiendo lo descrito por
Laemmli (27) y Towbin et al. (28) empleando un lisado de promastigotes de
Leishmania infantum cuya concentracion de proteina fue medida por el método
de Bradford (29) empleando 5 ig por carril. La separacion por electroforesis se
llevd a cabo en geles de poliacrilamia al 12% con SDS 0,1 %. La dilucién de
suero empleada fue de 1:200 y del conjugado de 1:20000.

Andlisis de resultados: Se calcularon los parametros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y prevalencia
aparente para cada una de las pruebas asi como la concordancia entre ellas con
la sintomatologia clinica tanto a nivel experimental como a nivel de campo
empleando el programa WinEpiscope 2.0 (Borland® & Delphi TM, 1998).

Aspectos éticos: Se aplico la Ley 84 de 1989 (30) y la Resolucion No. 8430
de 1993 del Ministerio de Salud (31).

RESULTADQOS

Los perros inoculados experimentalmente mostraron variaciones en la respuesta
clinica y parasitolégica dependiendo del tipo de in6culo y de la fase de infeccion.
En los indculos 108 y 10* IV se observaron perros sintomaticos y asintomaticos
mientras que con el in6culo 10* 1D todos los perros en algin momento fueron
sintomaticos. No se logré demostrar la presencia de amastigotes en 3 de los 10
perros inoculados experimentalmente (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados obtenidos en los perros infectados experimental y
naturalmente a nivel clinico, parasitolégico y serolégico
Fase Presencia Examen

Inéculo Perro . i i P Titulo  Absorbancia
Experimental  No. mfef:cmn de signos parasitolégico IFI ELISA
experimental clinicos
10° prom IV 1 2 mpi + - 1:64 0.268
10° prom IV 1 4 mpi + nLp 1:256 1.266
10° prom IV 1 8 mpi ~ ~ ~ ~
10° prom IV 2 2 mpi - - 1:16 0.222
10° prom IV 2 4 mpi - - 1:128 0.326
10° prom IV 2 8 mpi - - 1:16 0.279
10° prom IV 3 2 mpi - - 1:128 0.994
10% prom IV 3 4 mpi + nLp 1:256 1.500
10° prom IV 3 8 mpi ~ ~ ~ ~
10* prom IV 4 2 mpi - - NR 0.338
10* prom IV 4 4 mpi + nLp NR >2
10* prom IV 4 8 mpi + - 1:256 1.65
10* prom IV 5 2 mpi - - 1:16 0.208
10* prom IV 5 4 mpi - - 1:64 0.419
10" prom IV 5 8 mpi - - NR 0.432
10* prom IV 6 2 mpi - - 1:128 0.362
10* prom IV 6 4 mpi = nLp 1:256 0.738
10* prom IV 6 8 mpi - - 1:128 0.921
10* prom IV 7 2 mpi - - 1:16 0.384
10* prom IV 7 4 mpi - nLp 1:16 0.189
10* prom IV i/ 8 mpi = nLp 1:64 0.262
10* prom ID 8 2 mpi - - 1:32 0.311
10* prom ID 8 4 mpi i nLp 1:128 0.719
10* prom ID 8 8 mpi + nLp 1:256 1.512
10 prom ID 9 2 mpi + = 1:32 0.253
10" prom ID 9 4 mpi + - 1:128 0.612
10* prom ID 9 8 mpi i = 1:32 1.216
10* prom ID 10 2 mpi + - 1:16 0.362
10* prom ID 10 4 mpi + - 1:64 0.267
10* prom ID 10 8 mpi + nLp 1:64 0.267
Inf. natural 1 = + nLp 1:128 1.5
Inf. natural 12 - + nLp 1:4096 25
Inf. natural 13 = < nLp 1:4096 2.443
Inf. natural 14 ~ + nLp, B 1:4096 1.434
Inf. natural 156 = & B 1:512 1.5

IV: Invtravenoso. ID: Intradérmico. nLp: N6dulo linfatico popliteo. B: Bazo

Por WB, los sueros de los perros infectados experimentalmente con L.
infantum reconocieron 15 fracciones antigénicas entre 10 y 123 kDa mientras
que los perros infectados naturalmente reconocieron 9 fracciones antigénicas
adicionales. Los perros infectados con T. cruzi mostraron reacciones cruzadas
en 8 bandas. Los animales infectados con Erhlichia spp., Babesia spp. y Dirofi-
laria spp. reconocieron tnicamente las bandas de 50 y 69 kDa; en el caso de los
perros infectados con L. (Viannia) spp. no se observd reaccion cruzada con la
fraccion antigénica de 13 kDa, la cual fue reconocida exclusivamente en sueros
de perros infectados con L. infantum. Los perros sanos reconocieron las bandas
de 69, 75,y 123 kDa.
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Se encontrd que el 64 % de los perros sintomaticos y el 37 % de los
asintomaticos fueron positivosa WB. Enmuestras de perros parasitolégicamente
confirmados el 77 % fueron positivas a WB mientras que el 45 % fueron positivas
para WB, pero negativas parasitologicamente a pesar de la infeccion experi-
mental.

En los animales infectados experimentalmente con L. infantum se encontrd
que el 45,4 % fueron positivos a IFI y WB y que el 67,5 % de los perros no
infectados fueron negativos a las dos pruebas. Por ELISA y WB se encontr6
que para estas dos pruebas de los animales infectados experimentalmente fueron
positivos el 48,4 % y negativos el 57,5 % de los perros no infectados.

Tabla 2. Parametros calculados para la evaluacién del estado clinico,
parasitologico vy las pruebas serolégicas de IFI, ELISA y WB en los casos de
leishmaniasis visceral canina

Pruebas Diagnésticas Empleadas

Estado Examen IFI ELISA WB
Parametro Clinico Parasitologico % % %
Evaluado % % (IC)* (ICy* (IC)*
(C)y (cy
515 394 69.7 515 576
Sercbiiia0 (34.5-68.6) (22.7-56.1) (gg.j)- (34.5-68.6)  (40.7-74.4)
50 100 67.5 575 100
Especificidad (34.5-65.5) - (522.19)- (42.2-72.8) -
— 45.9 100 63.8 50 100
valorPredictivo(20.9-62) - (482-  (33.1-66.8) -
79.6)
- 55.6 66.7 72.9 58.9 74.1
Valor Predietvo. (39.3-71.8) (34.5-65.5) (586-  (435-744) (62.4-85.8)
9 87.3)
. 50.7 17.8 49.3 46.6 26.1
pr‘;'::ga (39.2-62.2) (9.03-26.6) (37.8- (35.1-58.1)  (16.1-36.1)
60.8)
Prevalencia Real 45.2 (33.8-56.6)
*0=0.05

Los resultados y los pardmetros de todas las pruebas pueden observarse en la
Tabla 2. El examen parasitologico mostro la menor sensibilidad y las prevalencias
aparentes obtenidas mediante las pruebas de WB y el examen parasitologico son
las més bajas, ademas la prevalencia obtenida mediante el examen parasitoldgico
difiere significativamente (o=0,05) de la prevalencia real. Los indices kappa (k)
mas altos se presentaron con la prueba de IFl y ELISA (x=0,59), examen
parasitologico y estado clinico (k=0,59) y examen parasitologico y WB (k=0,52).
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DISCUSION

El desarrollo de herramientas diagndsticas para detectar animales infectados
con L. infantum constituye una de las tareas prioritarias establecidas por la
OMS para el control de la leishmaniasis zoonctica (1,32). De Paula et al. (3) e
Iniesta et al. (17) afirman que los estudios epidemioldgicos y las medidas de
control, en los casos de LV zoondtica, deben basarse en los valores verificados
de sensibilidad y especificidad de cada prueba, sin embargo, no existe consenso
sobre cual técnica seria la méas eficiente.

Segun Desjeux (1), en humanos el diagnostico por aspirado de bazo es
considerado el “gold estandar”. Esto contrasta con lo obtenido en los perros
infectados naturalmente donde se encontré que la impronta de bazo fue menos
sensible (40 %) que el aspirado de ganglio linfatico popliteo (80 %). En los
perros experimentales la méxima sensibilidad del aspirado de ganglio alcanzo el
70 % a los 4 mpi. Es posible que existan variaciones con respecto a la distribucion
del parésito en relacion a la especie afectada (4,33-35).

Alexandre y Dias (9) reportan que IFI mejora la precocidad del diagnostico
en perros asintomaticos situacion que se confirmé experimentalmente en perros
infectados pero negativos parasitologicamente. De los 10 sueros tomados 2 mpi
el 50 % fue positivo por IFI, 20 % por WB y solo el 10 % por ELISA. Los
programas de control de LV canina han considerado la prueba de IFI como la
técnica de eleccion para el diagndstico (9,10,32,36); en este estudio se encontrd
que el 27,3 % de los perros infectados mostraron titulos negativos (Tabla 1).
Bernardina et al. (13) y Mancianti et al. (6) reportaron positividad para la prueba
de IFI entre el 93 % y el 97,8 % en perros confirmados parasitolégicamente
respectivamente, datos que contrastan con el 72,7 % de positividad obtenido en
este estudio. Por IFI solo se detect6 al 67,5 % de los perros no infectados como
tal, similar a lo descrito por De Paula et al. (3).

En los perros se han reportado reacciones cruzadas por IFI con miembros
relacionados de la familia Trypanosomatidae como T. cruzi y algunas especies
de Leishmania sp. cutanea circulantes en perros (9,32). \ega et al. (10)
encontraron reacciones cruzadas con T. evansi y el presente trabajo evidencio
positividad después de los 2 mpi en perros con T. cruzi. Por IFI no se encontraron
reacciones cruzadas con babesiosis, erhlichiosis ni dirofilariasis, similar a lo descrito
por Mancianti et al. (6).
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Segun Alexandre&Dias (9), Vega et al. (10), Travi et al. (4) y Mancianti et
al. (37) lapruebade ELISA ha permitido obtener mayor sensibilidad y especificidad
en el diagnostico de LV canina. Sin embargo, el ELISAno mejord la precocidad
en el diagndstico con respecto a IFI. Segun Nieto et al. (22) el tipo de antigeno
y la purificacion del mismo puede afectar los resultados en fases iniciales de la
infeccién con LV canina. El porcentaje de positividad obtenido en los perros
infectados tanto natural como experimentalmente, fue del 51,5 %, el menor para
las tres pruebas utilizadas, lo que contrasta con lo descrito por Mancianti et al.
(37). Por ELISA se obtuvo el mayor porcentaje de falsos positivos y de los
perros no infectados el 10 % no mostraron titulos de anticuerpos por IFI pero si
fueron positivos por ELISA, lo que concuerda con lo descrito por Almeida et al.
(7) quienes encontraron que los valores de especificidad de ELISA disminuyeron
debido al uso de antigenos crudos y la presencia de anticuerpos de reaccion
cruzada. En los sueros de perros inoculados con T. cruzi el 81 % fueron positivos
por ELISA, reacciones que también han sido reportadas Vercammen et al. (12).
Se observd reaccion cruzada con Erhlichia spp. a diferencia de lo reportado por
Mancianti et al. (6) quienes encontraron reacciones cruzadas con Dirofilaria
spp. y Babesia spp. Las reacciones inespecificas pueden darse con antigenos
crudos como lo reportan Alexandre&Dias (9) y Mancianti et al. (37) o0 a
condiciones nutricionales y exposicion a otros patégenos como lo reportan
Bernardina et al. (13), Abranches et al. (18) y Pappas et al. (26).

La prueba de WB no incrementé significativamente los niveles de deteccion
obtenidos por las pruebas de IFI o ELISA en los animales infectados. Los
resultados de las pruebas de ELISA y WB en animales infectados fueron similares,
datos que concuerdan con los reportados por Deplazes et al. (38), posiblemente
debido a que el antigeno empleado para las dos pruebas fue el mismo y el porcentaje
de deteccidn de perros en fases iniciales de la infeccion experimental fue bajo
para las dos pruebas. Teniendo en cuenta que con la prueba de WB fue posible
determinar las fracciones antigénicas responsables de algunas de las reacciones
cruzadas que probablemente afectaron el desempefio de las pruebas de IFI y
ELISA, se logrd disminuir el nimero de falsos positivos por WB.

Se encontrd que las fracciones de 13, 57 y 73 kDa se visualizaron en los
sueros de perros parasitologicamente comprobados e infectados naturalmente y
en los sueros de seguimiento experimental en todas las fases y con todos los
inéculos. Datos similares han sido reportados por De Paula et al. (3), Aisa et al.
(16), Mancianti et al. (37), Neogy et al. (15) y Abranches et al. (18).
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Fracciones de bajo peso molecular (13 kDa) han sido reportadas por Mary et
al. (39) como potencialmente diagndsticas, especialmente en fases tempranas
de LV, dato que corresponde a lo observado en este estudio donde esta banda
fue reconocida solamente por los perros inoculados experimentalmente con L.
infantum a partir de los 2 mpi e incluso no fue reconocida por los sueros de
perros infectados con L. (Viannia) spp. Fernandez-Pérez et al. (8) reportaron la
visualizacion de la banda de 57 kDa en perros sintomaticos relacionandola con
respuesta tipo Th2, por el contrario esta banda fue reconocida en el presente
estudio tanto en perros sintomaticos como asintomaticos, posiblemente porque
durante el proceso de infeccién los animales se encontraban en fase prepatente.
Con respecto al reconocimiento de la banda de 73 kDa, Mancianti et al. (37)
reporta la presencia de esta banda en perros infectados, sin embargo Mary et al.
(32) yAisa etal. (16) describen reacciones inespecificas con los antigenos ubicados
en el rango de 70-75 kDa en perros de zonas libres de LV. La alta frecuencia de
reconocimiento y la fuerte intensidad que se present6 con la banda de 69 kDa
pudo deberse a que, como lo expone Aisa et al. (16), en este rango de pesos
moleculares se encuentran péptidos de proteinas de choque térmico, altamente
conservados entre los diferentes organismos vivos. En este trabajo se encontraron
reacciones cruzadas con antigenos de Babesia spp., especificamente con las
fracciones de 50, 69 y 75 kDa, sin embargo las reacciones cruzadas con antigenos
de Ehrlichia spp. descritas en este mismo trabajo con la prueba de ELISA no
fueron confirmadas por prueba de WB.

Con respecto a otras bandas importantes encontradas, la banda de 32 kDa ha
sido también descrita por De Paula et al. (3) quienes la catalogan como
potencialmente diagndstica en los casos de LV en América asociandola con una
banda de 29 kDa, que también fue visualizada en los perros infectados con L.
infantum en todos los in6culos y durante todo el seguimiento experimental pero
de forma similar fue observada en una muestra de suero de uno de los perros
inoculados experimentalmente con T. cruzi 120 dpi. Por lo tanto, los hallazgos
obtenidos indican que en zonas donde circulen de forma concomitante L. infantum
y T. cruzi no deberia tenerse en cuenta las bandas de 29, 34, 50, 69, 75, 86,99y
123 kDa. El uso de los anlisis de WB es Util en la determinacion de los perros
infectados con LV, sin embargo no existe consenso con respecto al patron de
reconocimiento.

Los estudios realizados en Brasil, muestran a IFI como la prueba de referencia
para el control de LV en perros (3,9,40). Los resultados de este trabajo
confirmarian la utilidad de la prueba de IFI ya que mostré la mayor sensibilidad y
una alta especificidad comparada con las deméas pruebas, adicionalmente junto
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con la prueba de ELISA fue la que mas se acerco a la prevalencia real. La
concordancia (k) mas alta a nivel de campo se presentd con las pruebas de IFI
y WB, lo que indicaria que al emplearlas concomitantemente seria posible obtener
una buena sensibilidad (IFI) y especificidad (WB) en los analisis de campo como
lo demostré De Paula et al. (3) y las prevalencias aparentes obtenidas no se
alejarian significativamente de la prevalencia real.

Teniendo en cuenta que los métodos directos y las pruebas seroldgicas en
zonas endémicas pueden subdiagnosticar la infeccion por LV es recomendable
adaptar nuevas técnicas que permitan un diagnostico més sensible en las etapas
tempranas de la infeccidn y después del tratamiento en los perros afectados; sin
embargo, solamente un constructo que combine tanto pruebas directas como
indirectas seria la forma mas eficiente de diagnostico. En el caso de WB, el
emplear las bandas especificas encontradas en este trabajo como indicadores de
infeccion temprana, especialmente aquellas con pesos moleculares <30 kDa,
con preparaciones antigénicas mucho mas elaboradas, podria mejorar los valores
de sensibilidad y especificidad de la prueba. Debido a que existen otras formas
zoondticas de leishmaniasis circulando en los perros en América, en estudios
posteriores deberian emplearse un mayor nimero de muestras de suero de perros
infectados con aislados causantes de leishmaniasis cutinea, ya que los datos
obtenidos en este estudio aun son muy reducidos &
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