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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad zoondtica causada por protozoos del género
Leishmania que se transmiten al hombre y los animales por la picadura de flebotominos.
Esta enfermedad posee 2 presentaciones: visceral, representada por L. chagasi en América,
cuyo reservorio es el canino, y cutanea dada por L. braziliensis cuyos reservorios son
animales silvestres como los roedores o edentados. El presente trabajo plante6 como
objetivo detectar la presencia de Leishmanias sp. en circulacion periférica en piel de
roedores que habitan la Ciudad de Corrientes. Para la deteccidén de género y especie de
Lesihmania se aplicaron las técnicas de Nested PCR y PCR Simple. Se analizaron un total
de 33 muestras de piel de oreja de las cuales 2 resultaron positivas a la técnica de Nested
PCR para deteccion de Leishmania sp. y PCR simple para deteccion de L. braziliensis.
Concluimos que los roedores predominantes en la Ciudad de Corrientes, pertenecen a la
especie Rattus rattus, de importancia en Salud Publica por el potencial zoondtico que
presenta en la transmision de enfermedades en los que se constatd la infeccion natural a
Leishmania (Viannia) braziliensis con asiento en tejido cutaneo perteneciente a las orejas

de los roedores.




INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad zoonotica causada por protozoos del género
Leishmania que cuenta con mas de 20 especies diferentes transmitidas al hombre por
picaduras de alrededor de 90 especies de flebotominos capaces de transmitir el parasito. Se
estima que cada afio produce entre 700.000 y un millén de nuevos casos y entre 20.000 y
30.000 defunciones (OMS, 2017). Es endémica en 88 paises de cuatro continentes y en
América se presenta desde México hasta el norte de Argentina (Borda et al., 2003).

El vector es un pequefio diptero nematocero de la subfamilia Phlebotominae que en
América pertenece al género Lutzomyia, presente en la provincia y Ciudad de Corrientes
(Salomon ef al., 2001). Antiguamente, este vector solo se encontraba en ambientes
selvaticos pero al transcurrir el tiempo, muchas especies se fueron adaptando a otros
ambientes hasta encontrarlos actualmente en zonas rurales y urbanas (Acha & Szyfres,
2003).

Esta enfermedad posee dos presentaciones clinicas basicas, la leishmaniasis
visceral, representada por L. chagasi en América, cuyo reservorio doméstico principal es el
canino y la presentacion cutanea dada por el complejo de L. braziliensis teniendo como
reservorios principales animales silvestres, roedores o edentados. Es importante destacar
que la intervencion del hombre en los cambios ecologicos influyeron en la adaptaciéon de
los vectores a nuevos ambientes, que llevaron también al reemplazo de reservorios
silvestres por otras especies animales que se encuentran en mayor contacto directo con el
hombre (Acha & Szyfres, 2003; Cabello & Cabello, 2008).

Para el control y prevenciéon de las enfermedades es indispensable conocer cuales
son las especies de animales que juegan el papel de reservorio en diferentes ambientes,
silvestres o urbanos, que van a mantener la parasitosis dentro de una cadena epidemioldgica
en una regidon determinada, sin embargo, la identificacion de estos animales no es sencilla
(Medina, 1996). La importancia de los roedores y su participacion como reservorios en la
epidemiologia de la leishmaniasis ya fue demostrada por Hertig ef al. (1957). Es por ello
que muchos trabajos en Latinoamérica se han enfocado en determinar los reservorios
silvestres y sinantrépicos.

Entre estos ultimos, roedores de género Rattus se han encontrado naturalmente

infectados con Leishmania en Brasil (Alencar ef al., 1960; Branda o-Filho ef al., 2003),
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Colombia (Alexander ef al., 1998) y Venezuela (De Lima ef al., 2002). Existen especies de
roedores silvestres tales como la especie Trichomys apereoides, la cual demostro poseer
una alta prevalencia de infeccion natural a Leishmania sp. en Brasil, Minas Gerais (Oliveira
et al., 2005). En Peru, especies silvestres también fueron estudiadas comprobando la
infeccidn por Leishmania (V) braziliensis (Braga Vela ef al, 1991). Otras especies
silvestres que fueron estudiadas con resultados positivos en Brasil fueron Oryzomys
subflavus, Galea spixii, Bolomys lasiurus y Wiedomys pyrrhorhinos, con distintos
porcentajes de prevalencia (Oliveira ef al., 2005). También la deteccidén de Leishmania fue
estudiada en la especie Oryzomys, conocida cominmente como rata arrocera que habita
zonas de cultivo en el Peru, los resultados en este caso fueron negativos, pero es importante
destacar que en estos estudios la técnica de deteccion aplicada fue la de cultivos y posterior
visualizacion del parasito, técnica laboriosa que no siempre tiene una alta sensibilidad
(Herrer, 1999).

El roedor silvestre Trychomis laurentius fue estudiado experimentalmente basando
el ensayo de laboratorio en estudios anteriores que describen una interaccion entre
caviomorpha y tripanosomas, reconociendo a esta especie como importantes huéspedes de
tripanosomas en Brasil. En este trabajo se demostro la capacidad de retener la infeccion y
amplificacion del ciclo de transmision de ambas especies de Leishmania (L. chagasi y L.
braziliensis) con capacidad de invadir y mantenerse en visceras y en piel (Rodriguez Roque
et al., 2010). Muchas son las especies de roedores incriminados como huéspedes naturales
y algunos de ellos como reservorios naturales (Lainson ef al., 1981, Brand&o-Filho ef al.,
2003).

Por otro lado, se destaca la deteccion de Leishmania sp. en roedores sinantropicos,
es decir aquellos que tienen una vida en estrecho contacto con el hombre en forma intra y
peri domiciliaria. Del género Rattus, la especie Rattus rattus fue una de las mas estudiadas,
trabajos de Olivera et. al. en el afio 2005 demostraron una alta tasa de animales que habitan
Brasil que fueron positivos a Leishmania, considerados posibles reservorios por su alto
potencial zoondtico y caracteristica epidemiologicas estudiadas que los rodea (Oliveira ef
al., 2005).

En cuanto a las técnicas de diagnostico, la biologia molecular es una técnica de alta

sensibilidad y especificidad que en el presente se encuentra muy utilizada en estudios
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epidemiologicos, dada la alta sensibilidad y la importancia de poder detectar animales
infectados en forma natural, ya que estos se convierten en potenciales reservorios del
agente etiologico. Resultados sobre diagnosticos por PCR realizados sobre poblaciones de
roedores silvestres y sinantropicos de Brasil en zona endémica de leishmaniasis cutanea y
visceral, demostraron una alta prevalencia de infeccion natural, con especial importancia,
en la especie Rattus rattus para tres complejos de leishmania (L. mexicana, L. braziliensis L

donovani) (Oliveira et al., 2005).

Planteamiento del problema y aportes del Proyecto

De los antecedentes anteriormente presentados, se desprende la importancia que los
roedores ocupan en la mantencion de la leishmaniasis en un area geografica. En Argentina
se conoce poco sobre el papel que juegan estos mamiferos en la epidemiologia de la
leishmaniasis. El equipo de investigacion de la Catedra de Salud Publica Veterinaria de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNNE, fue el primero en corroborar la infeccion natural
de Leishamania sp. en roedores sinantropicos de Argentina en la ciudad de Corrientes,
especificamente en organos internos, resultados que fueron publicados (Ruiz et al., 2015),
sin embargo, son numerosos los datos que se deben obtener y analizar para poder
interpretar el rol que juegan estos animales en la cadena epidemioldgica de nuestra region
geografica. La deteccion de los parasitos en el sistema circulatorio periférico seria uno de
los estudios necesarios para complementar e interpretar datos necesarios para considerar a
estos animales posibles reservorios. Sobre la base de estos interrogantes se planted la
necesidad de corroborar este aspecto especifico mediante la deteccion por técnicas de
biologia molecular en muestras de piel de oreja de roedores que seria el lugar y o6rgano
target de deteccion del parésito si este se encontrara circulando.

Este Trabajo forma parte de un Proyecto mayor acreditado, por lo tanto se partira de
muestras obtenidas de roedores sinantrépicos que habitan la Ciudad de Corrientes que ya
fueron tomadas y almacenadas para tal fin para ser procesada con técnicas de biologia
molecular que ya fueron estandarizadas por el equipo de investigacién de Salud Publica
Veterinaria. Por otro lado tambien se sumaran muestras de nuevas captura de roedores.

Los resultados de este trabajo forman parte de aquellos obtenidos del proyecto

mayor en el cual se encuadra, necesarios para sumar e interpretar el verdadero rol que
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cumplen estas especies animales en nuestra region geografica, por lo tanto los resultados
cumplen en aportar un conocimiento base para los estudios de investigacion
epidemioldgica, como también resultados que sumarian y colaborarian en una verdadera

interpretacidn regional con respecto a esta enfermedad y a esta especie animal.

Objetivo General
- Detectar la presencia de Leishmanias sp. en circulacion periférica en piel de roedores que

habitan la Ciudad de Corrientes.

Objetivos particulares
- Extraer ADN a partir de muestras de piel de orejas de roedores sinantropicos que habitan
la Ciudad de Corrientes.
- Aplicar técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de género

y especie de Leishmania.

Hipétesis de trabajo
Los roedores que habitan la ciudad de Corrientes poseen infeccion natural con

circulacion de Leishmania en sangre periférica.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en la Facultad de Ciencias Veterinarias UNNE en la Catedra de
Salud Publica y en el Laboratorio de Biologia Molecular del Servicio Veterinario de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Veterinarias —-UNNE durante el periodo
2019.

Se trabaj6 con un nimero de 30 muestras de piel de orejas de roedores de la especie
Rattus rattus de la Ciudad de Corrientes que se encontraban almacenadas y conservadas en
freezer a -20°C en el Laboratorio de la Catedra de Salud Publica y se sumaron otras nuevas

que fueron obtenidas mediante la captura de roedores y la extraccion de la misma.

Captura e Identificacion de roedores v toma de muestras: se realizd la colocacion de

trampas tipo Sherman en diferentes puntos del microcentro de la Ciudad de Corrientes,
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utilizdndose como cebo semilla de zapallo y/o grasa bovina. Los ejemplares capturados
fueron trasladados al laboratorio de la catedra de Salud Publica donde se procedi6 a la
identificacion en género y especie segun clave Osgood (1943). Para el sacrificio de los
animales se utilizo como droga eutanasica el Euthanyle® (pentobarbital sodico) en dosis de
40-50mg/kg via intraperitoneal, procediéndose al muestreo de una pequefia porcidon de piel
de ambas orejas (Smm?). Las mismas fueron colocadas en tubos Eppendorf estériles y
conservadas en freezer a -20C° hasta su procesamiento.

Para la deteccion molecular se trabajo en el laboratorio del Servicio Veterinario de

Biologia Molecular de 1a Facultad de Ciencias Veterinarias UNNE.

Técnica de Extraccion de ADN: En un primer paso se realizo la extraccion de ADN de las

muestras utilizando digestion con detergente CTAB (Bromuro de cetil trimetilamonio) y
purificacion con cloroformo: alcohol isoamilico (Lodhi ef al., 1994). La calidad y cantidad
del ADN extraido se evaluo a través de un screening por electroforesis en geles de agarosa

1% tefiidos con bromuro de etidio, buffer TBE 1X y transiluminacion UV.

Control de material genético obtenido: En un segundo paso se realizd el control del

material genético obtenido aplicando una técnica de PCR Simple para material genético de
especies de roedores. Esta técnica se aplicd a cada una de las muestras a procesar con el
objetivo de realizar un control de ADN extraido, corroborando que en el caso que el
resultado sea negativo este no sea por un defecto de obtencion de ADN, pudiendo
convertirse sin esta prueba en un falso negativo.

Para el control de material genético de los roedores se realizo una PCR control
donde se aplicaron un par de primers para analizar una porcion no codificante y conservada
del genoma de rata, raton y hamster que amplifica 118pb bajo las condiciones descriptas
por Walker ef al. (2004). Las reacciones de master mix se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones propuesto por el autor (Walker ef al., 2004), conteniendo las siguientes
concentraciones finales de reactivos: 1X de Buffer de PCR, 1,5mM MgCI2, 200mM de
cada ANTP, 200nM de cada primer, 1,0U de Taq DNA polimerasa. Como marcador de peso
molecular se empled Cienmarker (Biodynamics) y como control negativo agua destilada

esteril.




Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa en buffer

TBE1X, tefiiddos con bromuro de etidio y visualizados por transiluminacion UV.

Deteccion de Leishmania sp. por Nested PCR: Se aplico la técnica de Nested PCR para la

deteccion de especies de Leishamnia, que comprende dos rondas de amplificacion para
detectar ADN de protozoos del género Leishmania sp. En la primera ronda se utilizaron
primers que amplifican bandas de 520pb bajo las condiciones descriptas por Uliana ef al.
(1994). Con el producto de amplificacion de esta primera PCR se aplico la segunda ronda
para incrementar la sensibilidad del diagnostico, en este caso se utilizaron iniciadores que
amplificaron bandas de 490 pb bajo las condiciones descriptas por Savani ef al. (2010).
Como control positivo se utilizo ADN de Leishmanias sp. proveniente del Instituto
Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chaben”, Argentina, y agua destilada como
control negativo.

Para ambas rondas se realizaron las reacciones segun lo propuesto por el autor,
conteniendo las siguientes concentraciones finales de reactivos: 1X de Buffer de PCR,
0,5mM MgCl,, dNTP 0,2mM, 0,2uM de cada primer y 2,0U de Taqg DNA polimerasa, en
un volumen total de 20 pl. Para la primera ronda se utilizo 2 pl de ADN problema y para la

segunda ronda 1ul del producto de amplificacion de esta primer PCR.

Deteccion de Leishmania braziliensis por PCR Simple: en aquellas muestras que dieron

bandas visibles a Leishmania sp. se les aplico la Técnica de PCR Simple para determinar si
las mismas correspondian a la especie L. braziliensis.

La técnica consta de una desnaturalizacién inicial a 94°C, luego de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°, para continuar con dos extensiones y una incubacion. Se utilizaron
iniciadores que amplificaron bandas de 103pb (Da Costa Lima ef al., 2009). Como control
positivo se utilizo el ADN de Leishmania braziliensis proveniente del Centro Nacional de
Parasitologia y Enfermedades Tropicales de la ciudad de Corrientes (CENPETROP) y
como control negativo agua tridestilada estéril.

Siguiendo las recomendaciones del autor, las concentraciones finales de reactivos
para un volumen de 25ul: 1X de Buffer de PCR, 0,2mM MgCl,, de cada dNTP 0,2mM,
0,25uM de cada primer, 2,0U de Taq DNA polimerasa y 2 ul de ADN de muestra.
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Los productos de PCR fueron revelados por electroforesis horizontales en geles de
agarosa en buffer TBE (Tris- Acido bérico- EDTA) 1X, tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados por transiluminacién UV. Se utilizo un marcador de peso molecular (Ladder
100) para la comparacion de tamafios de los fragmentos amplificados.

Para la interpretacion de resultados, se aplicod un analisis estadistico con medidas
descriptivas de tendencia central y dispersién. La significacién de las diferencias entre
grupos se indagd por la prueba de Chi cuadrado, para el analisis se utilizo el sistema

EPIDAT 3.0 (OPS-OMS).

RESULTADOS v DISCUSION

Se analizaron 33 muestras de tejido de punta de orejas de los roedores, tres de ellas
pertenecieron a nuevas capturas que fueron incorporadas al muestreo, que ya se
encontraban almacenadas previamente.

Las muestras ya almacenadas pertenecian a la especie Rattus rattus rattus y las
muestras de nuevas capturas también pertenecieron al mismo género y especie de roedor.

Se aplico la tecnica de Nested PCR, primer round, en el total de las muestras, de las

cuales cinco revelaron bandas visibles de 520 pb (Figura 1).

Figura 1. Nested PCR: Primer Round. Amplicén 520 pb. Calles 1-4, 6, 8, 11, 12: muestras
de oreja de Rattus rattus sin bandas detectables. Calles S v 7: muestras de oreja de Ratfus

rattus con bandas de valor esperado .Calle 9: marcador de peso molecular (Cien Marker).
Calle 10: control (+). Calle 13: control (-).
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Luego las muestras fueron sometidas a una segunda ronda de PCR mas especifica
donde se obtuvo como resultado la amplificacion de bandas de 490 pb en dos de las 5

muestras que resultaron positivas en el primer round (Figura 2).

Figura 2. Nested PCR: Segundo Round. Amplicon 490 pb. Calles 1 v 2;
muestras de Rattus rattus con bandas de valor esperado. Calles 3 v 4: muestras
de Rattus rattus sin bandas detectables .Calle 5: marcador de peso molecular
(Cien Marker). Calle 6: control (+) primer Round. Calle 7: control (+) segundo
Round. Calle 8: control (-).

Las muestras positivas al género Leishmania fueron sometidas a una PCR simple
donde se pudo evidenciar en ambas muestras bandas de 103 pb, coincidente con la especie

Leishmania (Viannia) braziliensis (Figura 3).

Figura 3. PCR Simple para deteccion de Leishmania braziliensis. Amplicon: 103 pb.
Calles 1 v 2: muestras de Rattus rattus con bandas de valor esperado. Calle 3: control (+)
Calles 4: marcador de peso molecular (Cien Marker). Calle S: control (-).




De los resultados obtenidos podemos deducir, en cuanto a los roedores, que la
especie capturada es la de mayor prevalencia en la Ciudad de Corrientes, hechos que
concuerdan con trabajos realizados por diversos autores en la misma area urbana de la
ciudad (Marder ef al, 2008; Merino ef al., 2008; Ruiz ef al, 2015) . En la Ciudad de
Buenos Aires, en cambio, la prevalencia poblacional de roedores sinantropicos tiene a la
especie Rattus novergicus como predominante en dicha area geografica (Arango et al,
2001). Cabe destacar la importancia que posee la identificacion de la especie, debido a que
las caracteristicas generales de su biologia y comportamiento son diferentes, por lo tanto,
estas disimilitudes podrian influir en el mayor o menor contacto con el vector del parasito y
también con el hombre. Aqui debemos remarcar la implicancia del habitat, alimentacion y
espacios de desplazamiento de estos animales que le confieren mayor o menor capacidad de
transmitir la leishmania al hombre o a otros animales domésticos a través de vectores
presentes.

Por otro lado, se sabe que esta estimado que una prevalencia del 20% o mayor a esta,
de individuos de una especie detectados con infeccion natural, ya es un fuerte indicativo de
poder considerar a esa poblacidén potenciales reservorios de Leishmania con importancia
epidemiologica en el area geografica donde se desplazan. En nuestro caso si bien la
prevalencia hallada no fue alta (prevalencia del 6%), debemos considerar que estos
resultados son parte de una sola clase de muestra pertenecientes a tejido de orejas, y que,
como lo mencionaramos en la introduccion, son muchos los aspectos o caracteristicas a tener
en cuenta a la hora de realizar un anélisis general. Cabe aclarar que los resultados obtenidos
de estos mismos animales, pero de otros tejidos como bazo y piel de base de cola, no
perteneciente a esta Tesina, resultaron con prevalencia mayores al 20% (Ruiz et al., 2015,
Ramirez ef al., 2018). En este caso podriamos estimar que la circulacion del parasito y el
asiento del mismo en diferentes 6rganos y tejidos varian en una misma especie animal, por
lo tanto, la afinidad podria depender de la especie animal como también de la especie del

parasito.
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Por ultimo, si tenemos en cuenta que de los individuos que dieron positivos a la PCR
Simple, el 100% dio detectable a la especie Leishmania (Viannia) braziliensis, podriamos
inferir que la prevalencia de esta especie de parasito con respecto a las otras especies es alta,
sin embargo, sabemos que deberiamos aumentar el numero de muestras para analizar esta
situacion.

El desarrollo y obtencion de los resultados presentados en esta tesina fue premiado
como reconocimiento a mejores producciones de trabajos cientificos dentro del ambito de la
Universidad Nacional del Nordeste, en las presentaciones Cientificas y Tecnologicas del afio

2019.

CONCLUSION

-También se pudo constatar la infeccion natural al género Leishmania de baja prevalencia en
el tejido estudiado si lo comparamos con el mayor asentamiento del parasito en otros tejidos

del mismo individuo.

-Se logro identificar en los animales positivos al género Leishmania la especie Leishmania
(Viannia) braziliensis con asiento en tejido cutaneo perteneciente a las orejas de los

roedores.

-Los resultados obtenidos suman datos de importancia para el Proyecto general del cual se
desprendio el presente trabajo, para el analisis e interpretacion general de la situacion actual

y regional de la leishmaniasis con respecto a pequefios mamiferos en ambientes urbanos.

-Debido a datos bibliograficos a nivel Nacional e Internacional donde se menciona los
escasos trabajos sobre este tema especifico en Argentina, los resultados del presente
proyecto aportan avances en el conocimiento regional en el area de la Salud Publica y la
Salud Publica Veterinaria.

-Podemos concluir que la especie de roedores predominantes en la Ciudad de Corrientes,

pertenece a la especie Rattus rattus, de importancia en Salud Publica por el estrecho
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contacto con el hombre y por el potencial zoondtico que presenta en la transmisidén de

numerosas enfermedades.
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ANEXO




ANEXO 1: Imagenes

* Rattus rattus. Esta especie se diferencia de otras por caracteristicas morfométricas
tales como:

» Orejas grandes y prominentes que practicamente carecen de pelo.

» Longitud de la cola mayor a la suma de la longitud de cabeza y cuerpo,
uniformemente oscura y con un anillado muy marcado.

» Qjos grandes y prominentes y hocico puntiagudo.

» No presenta manos ni pies palmeados.

» Pelaje liso y suave. El mismo varia de tonalidad dorsal desde el negro absoluto hasta
el marron leonado, siendo posible hallar poblaciones locales con diferentes intensidades de
gris o marron. Ventralmente, las posibilidades comprenden el gris metélico, el gris perla o
café y el blanco puro.

La captura de estos roedores se realiza a través de trampas tipo Sherman.
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* La identificacion de los roedores sinantropicos y su diferenciacion entre Rattus
rattus, Rattus norvergicus y Mus musculus, se realizé en el laboratorio de la Catedra de
Salud Publica a través de la necropsia de los ejemplares capturado, previa anestesia y

posterior eutanasia.

e Se tomaron muestras de diferentes 6rganos (punta de oreja, piel de cola, medula ésea y
bazo) para realizar la técnica correspondiente de biologia molecular. Para este trabajo final se

utilizaron las muestras de punta de oreja.
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* Las muestras obtenidas fueron colocadas en Tubos Eppendorf de 1,5 ml libres de
ADN, identificadas y colocadas en grillas para su almacenamiento en freezer hasta su
procesamiento (Imagen superior).

+ Luego de aplicar la Técnica de Extraccion de ADN con Detergente CTAB, el
material genético fue colocado y almacenado en tubos Eppendorf de 1,5 ml libres de ADN

para posterior aplicacion de Técnicas de Biologia Molecular (Imagen inferior).
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+* Para la extraccion del material genético por Técnica de ADN con Detergente CTAB
se aplicaron los reactivos: Agua destilada, Solucion de homogenizacion conteniendo

CTAB, Cloroformo: Alcohol Isoamilico, Alcohol Isopropilico y Alcohol Etilico.

+ Los tips empleados en cada paso de la técnica fueron depositados en frasco con

agua lavandina para su posterior eliminacion.




+* Cabinas de Trabajo. En la primer cabina se realiza el Master mix, donde se trabaja
con los reactivos: Buffer de PCR, Mg C1, dNTP, primer y Taq DNA polimerasa. Ademas

de encontrarse con los elementos necesarios como micropipetas de 1000 pul, 100 ul y 20 pl

y tips.

*




+* Termociclador. Identificacion del Programa de ciclado, de acuerdo a la Técnica

empleada.

MULTIGENE

+ Corrida electroforética horizontal, para la cual se necesito de una fuente de poder y
una cuba electroforética con dos electrodos (Imagen izquierda). El gel de agarosa se colocod

(Tris- Acido bérico- EDTA) (Imagen derecha).

—
e ——

dentro de la cuba que contenia buffer TBE




* Visualizacion de la corrida electroforética en geles de agarosa a través de
transiluminacion UV donde se observan las bandas visibles, los controles positivos y

negativos y el marcador de peso molecular utilizado.
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