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Resumen

La leishmaniasis cutanea es una enfermedad zoonética que se transmite al hombre y a los
animales a través de la picadura de insectos dipteros de los géneros Phlebotomus y
Lutzomyia infectados con diferentes especies de protozoos del género Leishmania. En
Ameérica Latina el principal agente etioldgico responsable de esta parasitosis es la especie L.
braziliensis. Si bien se han identificado numerosas especies de mamiferos infectados
naturalmente con especies de Leishmania, los roedores cumplirian un rol importante en el
ciclo de transmisién de la enfermedad. El presente trabajo tuvo como objetivo la identificacion
de especie de leishmania que circula en roedores sinantrépicos que habitan el area urbana
de la ciudad de Corrientes. Se trabajé con muestras de piel de oreja de roedores a los que
se les aplico las técnicas de Nested PCR para la identificacién de Leishmania spp y PCR
Simple para la deteccidn de L. braziliensis. Se analiz6 un total de 30 muestras de roedores
de la especie Rattus rattus de los cuales 2 muestras resultaron detectables a Nested PCR.
Seguidamente, a las muestras detectables a Leishmania spp. se les aplic6 PCR Simple a L.
braziliensis resultando ambas detectables a esta especie. Si bien los valores obtenidos en
este trabajo no son altos para poder considerarlos como reservorios, si se evidencia una
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infeccion natural que no afecta clinicamente a los roedores estudiados con circulaciéon del
parasito en piel, particularmente de la especie L. braziliensis.
Palabras claves: Leishmania braziliensis- roedores sinantropicos- biologia molecular

Abstract

Cutaneous leishmaniasis is a zoonotic disease that is transmitted to man and animals through
the bite of dipteran insects of the genera Phlebotomus and Lutzomyia infected with different
species of protozoa of the genus Leishmania. In Latin America the main etiological agent
responsible for this parasitosis is the species L. braziliensis. Although numerous species of
mammals have been identified naturally infected with Leishmania species, rodents would play
an important role in the transmission cycle of the disease. The present work aimed to identify
the species of leishmania that circulates in synanthropic rodents that inhabit the urban area
of the city of Corrientes. We worked with rodent ear skin samples to which the Nested PCR
techniques were applied for the identification of Leishmania spp and Simple PCR for the
detection of L. braziliensis. A total of 30 rodent samples of the species Rattus rattus were
analyzed, of which 2 samples were detectable by Nested PCR. Next, the samples detectable
to Leishmania spp. Simple PCR was applied to L. braziliensis, both of which were detectable
in this species. Although the values obtained in this work are not high to be considered as
reservoirs, there is evidence of a natural infection that does not clinically affect the rodents
studied with circulation of the parasite on the skin, particularly of the L. braziliensis species.
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Introduccién

La leishmaniasis cutanea (LC) es una enfermedad zoondtica, de naturaleza parasitaria
que se transmite al hombre y a los animales a través de la picadura de insectos dipteros de
los géneros Phlebotomus (en el Viejo Mundo) y Lutzomyia (en el Nuevo Mundo) infectados
con diferentes especies de protozoos del género Leishmania (1).

En América Latina el agente etiolégico predominante es la especie L. (V) Braziliensis (2-
4) responsable de provocar en el hombre diversas presentaciones clinicas que van desde
pequefias lesiones cutaneas hasta formas mas graves con destruccion de los tejidos
circundantes, comprometiendo las membranas mucosas de nariz y boca (5).

Esta parasitosis es considerada una de las enfermedades infecciosas mas importantes
y desatendidas a nivel mundial, cuya complejidad en el ciclo de transmision se debe a la
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amplia variedad de especies de vectores, parasitos y huéspedes implicados en la
presentacion de la enfermedad (6, 7).

Si bien se han descripto numerosos mamiferos infectados naturalmente con especies de
Leishmania (8-13), su identificacion en roedores silvestres y marsupiales sugiere que estos
vertebrados cumplirian el rol de reservorios naturales de la leishmaniasis dermotrépica (3,
14-18).

Por su parte, el Rattus rattus es una especie cosmopolita con una gran adaptacion tanto
en ambientes urbanos como periurbanos y rurales, lo que le proporciona a los flebotominos
una fuente importante de alimento mediante un contacto continuo entre el reservorio y sus
vectores (19), atributos que permitirian el mantenimiento de esta enfermedad en diferentes
escenarios.

La Provincia de Corrientes es una de las provincias del nordeste Argentino con
presentacion endémica de leishmaniasis cutanea donde los casos en humanos se presentan
tanto en la ciudad capital como en numerosos departamentos del interior (20). Hasta el
momento se ha reportado un solo trabajo en todo el territorio Argentino sobre deteccién de
Leishmania spp. en roedores de la ciudad de Corrientes (21) por lo que el presente trabajo
tiene como objetivo complementar esta informacion identificando la especie de leishmania
que circula en roedores sinantropicos qua habitan el area urbana de la ciudad de Corrientes
mediante técnica de biologia molecular a partir de muestras de piel de oreja ya que se ha
comprobado que las area desprovista de pelo (oreja y base de la cola) facilitarian la
alimentacién de los flebétomos (22,23) lo que permitiria en futuras investigaciones realizar
estudios epidemiolégicos en animales tanto silvestres como domésticos empleando métodos
menos invasivos sin tener que recurrir al sacrificio del animal.

Materiales y métodos

Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en los barrios Molina Punta, Anahi, Quinta Ferre y Pujol
pertenecientes a la zona urbana de la ciudad de Corrientes. Estos barrios presentan areas
con intensa vegetacion, humedad y presencia de colchones de hojarascas, condiciones
favorables para la proliferacion de Lutzomya sp. Asi mismo, si bien cuentan con servicio de
recoleccion de basuras, estos no llegan a cubrir el total de los barrios, observandose focos
de basurales espontaneos que sirven de alimentacion y proliferacion de roedores.

Captura de animales y Recoleccién de muestras

Los puntos de muestreo fueron seleccionados por conveniencia en base a los casos
reportados de leishmaniasis cutanea o leishmaniasis visceral en humanos y caninos (datos
no publicados pero registrados en la direccion de zoonosis de la Municipalidad de la ciudad
de Corrientes en las viviendas, o en cercanias a ellas), estando limitado el muestreo a
aquellos hogares donde se logré el consentimiento por parte de los habitantes de la
viviendas.

Para la captura de los animales se emplearon jaulas trampas tipo Sherman empleando
como cebo semilla de zapallo o grasa bovina. Luego de la captura, los animales fueron
trasladados a la catedra de Salud Publica de la facultad de Ciencias Veterinarias -
Universidad Nacional del Nordeste donde se procedidé a la anestesia de los mismos con
ketamina-Xilaxina (protocolo aprobado por el comité de ética de la facultad de Ciencias
Veterinarias) para su identificacion y procesamiento.
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La identificacion taxondémica se llevdo a cabo mediante parametros morfométricos de
cabeza, cuerpo y cola segun clave Osgood (1943) (24). Seguidamente se realizo la
inspeccion general del animal en busqueda de alopecias, descamaciones y/o lesiones
cutaneas compatibles con leishmanias dermotrépicas.

Por ultimo, se efectu6 la eutanasia de los ejemplares aplicando pentobarbital
intraperitonal y posterior muestreo mediante pequefas incisiones de piel de oreja
(aproximadamente 0,5cm2) las que fueron conservadas en tubos eppendorf estériles a -20°C
hasta su procesamiento. Cabe aclarar que la eutanasia de estos animales se llevd a cabo
debido al muestreo de diferentes 6rganos utilizados como parte del proyecto general del cual
se desprende el presente trabajo.

Deteccion molecular

Extraccion de ADN

La obtencion de ADN de las muestras de piel se realizé mediante técnica de extraccion
por digestion con detergente CTAB (bromuro de cetil trimetil amonio) y purificacion con
cloroformo: alcohol isoamilico 2.

Deteccion de Leishmania spp. por Nested PCR

Se aplico la tecnica de Nested PCR descripta por Uliana et. al. (1994) 25 modificada por
nuestro equipo de trabajo 2" empleandose para la primera ronda de amplificacion los
iniciadores externos S4 (5’- GAT CCAGCT GCAGGTTCACC-3’)yS12(5-GGTTGATTC
CGT CAA CGG AC -3’) que generan fragmentos de 520 pb. En la segunda ronda en cambio,
se utilizaron los iniciadores internos S17 (5’- CCA AGC TGC CCA GTA GAA T -3’)y S18 (5'-
TCG GGC GGA TAA AAC CC -3’) dando como producto fragmentos de 490 pb.%® Para la
amplificacion de esta ultima ronda se utilizaron 1 ul del producto de amplificacion de la
primera PCR en 19 ul de reaccion.

La elaboracion de los master mix y programas de ciclado se llevaron a cabo segun las
recomendaciones propuestas por Uliana et. al. (1994) 25 empleando como control positivo
ADN de Leishmania spp. provenientes del Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario
Fatala Chaben”, Argentina, y agua tridestilada estéril como control negativo.

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2% y
buffer TBE1X, tefidos con bromuro de etidio y visualizados por transiluminacion UV. Se
utilizé un marcador de peso molecular (Ladder 100) para la comparacion de tamarfos de los
fragmentos amplificados.

PCR Simple para Deteccion de Leishmania braziliensis

Las muestras positivas a Leishmania spp. por Nested PCR, fueron sometidas a una PCR
simple a los efectos de determinar si corresponden a la especie L. braziliensis, empleandose
en esta oportunidad los iniciadores b1 (8- GTG GGC GTA TCT GCT GAT GAC -3’) y b2 (5'-
CAA AAA GCG AGG GAC TGC GGA -3’) que amplifican bandas de 103 pb. Las condiciones
de PCR empleadas para esta técnica consistieron en un volumen de 25 pl de reaccion
conteniendo las siguientes concentraciones finales de reactivo: 1X de buffer de PCR, 0,2 mM
MgCl2, 0,2 mM de cada dNTPs, 0,25 uM de cada iniciador, 2 U de Tag ADN polimerasa y 2
pl de ADN de muestra. El programa de ciclado consistio en una desnaturalizacion inicial a 94
°C durante 5 minutos seguida de 35 ciclos consistentes en desnaturalizacion a 95 °C por 30
segundos, hibridacion a 70 °C por 90 segundos y extension a 72 °C por 90 segundos,
finalizando con una extension final de 72 °C - 10 minutos e incubacion a 4 °C ?7. Como control
positivo se utilizé ADN de L. (V) braziliensis provista por el Centro Nacional de Parasitologia
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y Enfermedades Tropicales de la Ciudad de Corrientes - CENPETROP (cedida gentiimente
por el Dr. C. Borda), y agua tridestilada estéril como control negativo.

Por ultimo, los productos resultantes de esta PCR fueron separados por electroforesis
en geles de agarosa al 2% y buffer TBE1X, tefidos con bromuro de etidio y visualizados por
transiluminacion UV, empleando como marcador de peso molecular Cienmarker
(Biodynamics).

Resultados

Se analizaron un total de 30 muestras de piel de oreja de roedores de la especie Rattus
rattus.

Nested PCR para Deteccidén de Leishmania spp.

De las 30 muestras analizadas, 5 revelaron bandas de 520 pb correspondientes a la
primera ronda de amplificacion. En la segunda ronda de amplificacién, 2 muestras
presentaron bandas de 490 pb.

PCR Simple Leishmania braziliensis
Se realizé una PCR simple a las 2 muestras positivas a Nested PCR revelando en ambos
casos bandas de 103 pb.

Discusioén

En el presente, identificar huéspedes vertebrados como reservorio de leishmanias sigue
siendo un desafio de dificil esclarecimiento no solo por las multiples especies de flebétomos
y mamiferos que intervienen en la epidemiologia de esta enfermedad sino también por la
dificultad de captura de los animales a campo y las herramientas empleadas para la
deteccidn e identificacion de especies de leishmanias.

En roedores sinantropicos, la infeccidn natural por especies de leishmanias cutaneas ya
han sido descriptas en numerosos paises de América Latina 3, 19, 28-31 sin embargo pocos
son los estudios realizados en Rattus rattus en el que se identifica a la especie Leishmania
braziliensis como agente etioldgico presente en areas urbanas, endémicas a leishmaniasis
cutanea.

Los resultados obtenidos en este trabajo representan el primer reporte de L. braziliensis
en tejido extraido de las orejas de roedores de la especie Rattus rattus que habitan la zona
urbana de la ciudad de Corrientes donde, en los ultimos afios, se vienen reportando casos
de leishmaniasis visceral canina y leishmaniasis tegumentaria en humanos, con escasa
informacion sobre la identificacion de especie que afecta a estos ultimos.

En nuestra investigacion, a la observacion clinica, ninguno de los ejemplares capturados
mostro sefiales de alopecia, despigmentacion y/o presencia de lesiones compatibles con
leishmania cutanea, dejando en evidencia que las especies de leishmania pueden ser
detectadas en muestras de piel aparentemente normal lo que indicaria que el patégeno
puede estar presente incluso en ausencia de lesiones, atributo que segun OMS (2010) (32)
le confiere a estos mamiferos el papel de excelentes reservorios de esta parasitosis. Andrade
et. al. (2015) (23) por su parte, sostienen que la falta de signos clinicos en roedores
infectados de forma natural podria deberse a la rapida recuperacion en estos mamiferos,
estando ausentes en el momento de realizar la observacion clinica de los ejemplares lo que
explicaria porque algunos trabajos sefalan haber observado durante investigaciones
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animales con lesiones cutaneas presentes (6, 16, 23, 28, 29) mientras que en otros trabajos
no se observaron lesiones, aun cuando se detectd la presencia de especies de leishmanias
dermotropicas (31, 32).

Por ultimo, si consideramos unicamente los trabajos donde identifican a la especie L.
braziliensis en estos mamiferos, las tasas de infeccién son muy variadas en comparacion a
los obtenidos en nuestra investigacion en donde se detectd un 16,7% (5/30) de Rattus rattus
infectados a Leishmania spp., de los cuales 6,7% (2/30) fueron identificados como L.
braziliensis. Entre los estudios reportados se pueden mencionar los trabajos realizados en
Brasil por Brandao-Filho et. al. (2003) 19 en el estado de Pernambuco y Quaresma et. al.
(2011) 34 en Belo Horizonte, ambas areas rurales endémicas a leishmaniasis cutanea, a
partir de diferentes muestras (sangre, bazo, piel, cola y medula 6ésea) de roedores tanto
silvestres como sinantropicos quienes si bien informaron 18,7% (38/203) y 22,2% (16/72) de
roedores positivos a Leishmania spp., solo el 1,3% y 1,4% correspondian a L. braziliensis.
Asi mismo, se han informaron tasas de infeccion mas altas en las investigaciones realizadas
por Pereira et. al. (2017) (12) donde se detecté un 20% de ADN de Leishmania spp. en
diferentes muestras (piel de oreja y cola, higado, bazo y medula 6sea), abarcando 16% la
especie L. braziliensis. Sin embargo, los valores mas altos fueron registrados por Ferreira et.
al. (2015) (6) quienes informaron tasas de infeccidon del 47,4% en Rattus rattus y 83.3% en
Mus musculus de los cuales 54% de las muestras positivas pertenecieron al complejo L.
braziliensis. Tal como lo mencionan Marcelino et. al. (2011) (29) las diferencias en la tasa de
infeccidn de estos reportes en comparacién con nuestros resultados podrian atribuirse a
factores asociados al area de estudio (endémico, urbano, selvatico), momento
epidemioldgico en que se capturaron los animales, especies de roedores analizadas, tipo y
numero de tejidos evaluados y técnica empleada entre otros.

Podemos concluir que, si bien la prevalencia hallada en el presente trabajo no es alta,
por lo cual no podemos considerar animales reservorios, si se evidencia una infeccion natural
que no afecta clinicamente a los roedores estudiados con circulacién del parasito en piel,
particularmente de la especie Leismania braziliensis. Por otro lado, las especies capturadas
pertenecen a zona urbana de la ciudad de Corrientes, lo que se considera una caracteristica
epidemiologica de importancia en Salud Publica dado el estrecho contacto de esta especie
animal con el hombre.
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