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Resumen

Ruiz, R.M.; Alegre, E.A.; Ramirez, G.V. Deteccion de leishmania en tejido medular de
murciélagos y roedores de zona endémica a leishmaniasis canina en Corrientes, Argen-
tina. Rev. Vet. 32: 1, 31-36, 2021. La problematica de la leishmaniasis en América radica en
sus complejos y variantes aspectos epidemiolégicos de presentacidn. Si bien en la ciudad de
Corrientes, los caninos domésticos representan el principal reservorio urbano, no se conoce
la participacion de otros mamiferos en el ciclo de transmision urbana, sin embargo va fue
propuesta para otras especies animales en distintas areas urbanas a nivel mundial. En base
a trabajos previos y conocimiento sobre la alta poblaciéon de roedores y murciélagos que
habitan en esta ciudad, en estrecho contacto con el hombre, nos planteamos como objetivo
general conocer la posible participacion de estas especies animales en la cadena epidemio-
légica, detectando si existe una infeccidén natural activa, su prevalencia ¢ identificacién de
especies circulantes, aplicando técnicas de deteccion por biologia molecular. Se trabajé con
muestras de médula dsea, por ser un tejido con el principal patrén de distribucion de Leish-
mania visceral. Se realizaron capturas de ambas especies animales en coincidencia con zo-
nas identificadas con alta prevalencia de leishmaniasis canina. De 90 capturas se obtuvieron
82 muestras (50 murciélagos y 32 roedores), las que fueron sometidas a una Nested PCR ge-
nérica para Leishmania sp. Aquéllas que resultaron detectables fueron sometidas a dos PCR
simples, especificas para identificar especies de Leihmania (V) braziliensis y L. (L) chagasi.
Como resultado se obtuvo una alta prevalencia (21,8%) en muestras de roedores con la pro-
babilidad de asumir ¢l papel de reservorios, mientras que para los murciélagos, si bien se
detectd la infeccion natural, la prevalencia hallada de 10% no fue suficiente para considerar
a esta especie como posible reservorio, pero si posibles huéspedes putativos en situaciones
eco-epidemiolégicas especiales o diseminadores de la parasitosis.
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Abstract

Ruiz, RM; Alegre, EA; Ramirez, GV. Detection of Leishmania in medullary tissue of
bats and rodents that inhabit an endemic area for canine leishmaniasis in Corrientes,
Argentina. Rev. Vet. 32: 1, 31-36, 2021. The problem of leishmaniasis in America lies in its
complex and varied epidemiological aspects of presentation. Although in the City of Cor-
rientes, domestic canines represent the main urban reservoir, the participation of other mam-
mals in the urban transmission cycle is not known, however, it has already been proposed
for other animal species in different urban areas worldwide. Based on previous work and
knowledge about the high population of rodents and bats know the possible participation
of these animal species in the epidemiological chain, detecting whether there is an active
natural infection, its prevalence and identification of circulating species, applying detection
techniques by molecular biology. Bone marrow samples were used, as it is a tissue with the
main distribution pattern of visceral Leishmania. Captures of both animal species were made
in coincidence with areas of the city of Corrientes identified with high prevalence for canine
leishmaniasis. From 90 captures, 82 samples were obtained (50 bats and 32 rodents) which
were subjected to a generic Nested PCR for Leishmania sp, and those that were detectable,
were subjected to two specific simple PCRs to identify Leihmania (V) braziliensis and L.
(L) chagasi species. As a result, a high prevalence of 21.8% was obtained in rodent samples
with the probability of playing the role of reservoirs, while for bats, although natural infec-
tion was detected, the prevalence found of 10% was not sufficient to consider this species as
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a possible reservoir, but possible putative hosts in special eco-epidemiological situations or

disseminators of parasitosis.

Key words: bats, rats, Leishmania sp, bone marrow, PCR that inhabit the City of Corrientes
in close contact with man, our general objective is to

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta al
hombre y a numerosas especies de mamiferos, de pre-
sentacion variable segiin la interrelacidon de numerosos
factores inherentes al huésped, al pardsito y al medio
ambiente '¢.

La problemdtica de la leishmaniasis en América
radica en sus complejos y variantes aspectos epidemio-
logicos de presentacion. La identificacion de huéspedes
naturales de Leishmania y reservorios, es de funda-
mental importancia para comprender el ciclo natural
del parésito y la epidemiologia de la enfermedad en un
area determinada, remarcando de esta manera la nece-
sidad de estudios de focos activos 7.

Si bien los caninos son epidemiologicamente im-
portantes como reservorios urbanos en diferentes re-
giones de América, sobre todo para L. infantum cha-
gasi 2, la idea de que sean los Gnico reservorios ha
llevado a las autoridades de salud, en muchas ocasio-
nes, al sacrifico de estos animales como tinica medida
de control de la zoonosis, con baja efectividad en los
resultados de tales programas al no tener en cuenta un
analisis de multiples variables influyentes ° .

Por otro lado, la participacién en ¢l ciclo de trans-
misién de L. infantum de otros mamiferos infectados
en zonas urbanas diferentes a caninos domésticos, ya
fue propuesta para otras especies animales como ga-
tos 2° y zarigiieyas de habitat urbano y peri-urbano *,
por lo que la participacion putativa de otros mamiferos
deberia ser considerada en las propuestas de control de
esta zoonosis, no solo por su identificacidon como reser-
vorios, sino también como estrategias de conservacion
de sus nichos ecoldgicos.

Existen suficientes antecedentes sobre el rol que
juegan los roedores en la manutencion de ciclos de
Leishmnia en diferentes zonas geograficas, reportados
en varias especies de roedores silvestres y sinantropi-
cos & También se investigaron en zona endémica, dife-
rentes especies de murciélagos y su rol como huéspedes
de infeccion natural * o su papel como reservorios ' en
zonas endémicas * y no endémicas a leishmaniasis " .

Corrientes y Misiones son provincias consideradas
de mayor importancia en la prevalencia de leishmania-
sis en el hombre y también en otros animales. Tal situa-
cion epidemiologica ha marcado a la Provincia de Co-
rrientes como endémica 2, pero poco se sabe sobre la
verdadera eco-epidemiologia de este lugar y la partici-
pacién de otras especies animales, fuera de los caninos,
como posibles intervinientes en la manutencién de la
enfermedad en ¢l tiempo y en un biotopo determinado.

En base a trabajos previos del equipo de investiga-
cion y con el conocimiento sobre roedores y murciéla-
gos de la Ciudad de Corrientes en estrecha convivencia
con ¢l hombre, nos planteamos nuestro objetivo de es-
tudio, basado en conocer la posible participacién de es-
tas especies animales en el ciclo de la parasitosis, man-
teniendo el agente ctiolégico como huéspedes natura-
les, reservorios, huéspedes putativos o diseminadores.

Se plante6 detectar la infeccion natural y determi-
nar su prevalencia en la Ciudad de Corrientes con mé-
todos de alta sensibilidad como las técnicas de biologia
molecular, de eleccion en estudios epidemioldgicos en
animales silvestres = .

En este estudio se trabajo particularmente con
muestras de médula dsea de tales pequefios mamiferos,
por ser un tejido en el cual se presenta el principal pa-
trén de distribucion de Leishmania visceral, para detec-
tar la presencia de ADN del parasito, como asi también
la identificacion de especies de leishmanias.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd durante el periodo 2018-2019,
en zona urbana de la Ciudad de Corrientes, Argenti-
na (27°28°50°S, 58°50°02”’E). Los puntos de muestreo
fueron equivalentes a focos y barrios con prevalencia
a leishmaniasis canina (visceral / cutdnea), teniendo
en cuenta registros de la Direccion de Zoonosis de la
Municipalidad de la Ciudad de Corrientes, a los que se
sumaron datos de consultorios privados.

El presente trabajo es parte de un proyecto mayor
acreditado por la Sec. Gral de CyT UNNE), aprobado
por el Comité de Etica y Bioseguridad de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la UNNE (expediente 14-
2019-02029, protocolo N° 0084).

Para la captura de roedores se utilizaron jaulas tipo
Sherman que fueron colocadas en areas de mayor pre-
valencia de casos de leishmaniasis canina. Las jaulas se
ubicaron de forma intra y peri-domiciliaria, dos noches
seguidas por cada lugar identificado.

Los roedores capturados fueron trasladados al la-
boratorio de la catedra de Salud Publica de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la UNNE, para ser iden-
tificados segun clave de Osgood (1943) y registrados
por edad, sexo y datos clinicos sobre identificacién de
alopecias, areas escamosas y lesiones en punta de ore-
jas, hocico, cola, base de 1a cola y pulpejos de los cuatro
miembros.

Para la captura de quirdpteros, se identificaron los
refugios por medio de métodos auditivos, avistamien-
tos ¢ identificacidn de rastros. La captura se realizd de
acuerdo al lugar y tipo de refugio, utilizando redes de
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niebla, captura directa en forma manual o “trampa bal-
de”. El manejo y traslado se realizé en bolsas de tela de
pafio hasta el laboratorio, donde los murciélagos fue-
ron identificados segun clave de Barquezy Diaz 1y se
registraron sus datos al igual que los descriptos para
roedores.

Para obtener las muestras de ambas especies se
realizo la eutanasia de los animales con pentobarbital
sodico (Euthanyle) via intraperitoneal, previa seda-
cién con una combinacion de Ketamina/Acepromacina.
Luego se realizo la diseccién de los animales exponien-
do los huesos largos -himero y fémur- para ser seccio-
nados en forma transversal y exponer el orificio medu-
lar (Figura 1), a través del cual se introdujo una aguja
conjeringa de tuberculina heparinizada realizando de
esta manera la extraccién del tejido medular (Figura 2),
para ser colocado en Eppendorflibres de ADN.

Para la extraccion del &cido desoxirribonucleico
(ADN) se realizé una digestion con detergente CTAB
(bromuro de cetil trimetilamonio) y purificacion con
cloroformo: alcohol isoamilico. Se aplicé una técnica
de PCR para control de material genético extraido de
quirépteros My otra técnica para las ratas 3.

Como marcador de peso molecular se utilizd
pGEM® DNA (Promega) para murciélagos y Cien-
marker (Biodynamics) para ratas. Para ambas PCR se
utilizé agua destilada como control negativo. Los pro-
ductos de PCR se separaron por electroforesis en ge-
les de agarosa al 1%y 2% respectivamente en buffer
TBE1X, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
por transiluminacién UV.

Para la identificacion de leishmanias se aplico una
nested PCR para detectar ADN de protozoos del gé-
nero Leishmania sp. En la primera ronda se utilizaron
primers que amplifican bandas de 520 pb Dy con el
producto de amplificacién de esta primera PCR se apli-
¢6 la segunda ronda con iniciadores que amplificaron
bandas de 490 pb 5.

Los productos de PCR fueron revelados por elec-
troforesis horizontales con buffer TBE1X en geles de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y visuali-
zados por transiluminacion UV, utilizando como mar-
cador de peso molecular Cienmarker (Biodynamics).

Para la Identificacion de especies de Leishmania
(V) braziliensisy L. (L) chagasi se trabajo con mues-
tras que resultaron positivas a la nested PCR, aplicando
PCR sencillas bajo condiciones que ya fueron descrip-
tas para ambas especies L. (L) chagasi y Leishmania
(V) braziliensis 6.

Como control positivo para las tres técnicas (gené-
ricay dos sencillas), se utilizd6 ADN de Leishmania sp,
Leishmanias chagasi y braziliensis provenientes del
Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala
Chaben”, Argentina, ademas de agua destilada como
control negativo. Los productos de PCR fueron revela-
dos por electroforesis horizontales en geles de agarosa
enbuffer TBE (Tris- Acido borico- EDTA) 1X, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados por transilumi-
nacion UV.

Se utilizé6 un marcador de peso molecular Cien-
marker (Biodynamics) para la comparacion de tama-
fios de los fragmentos amplificados. Se determiné la
prevalencia genérica especifica de esta parasitosis y la
prevalencia diferencial entre especies de Leishmania
spp en las diferentes especies animales que conviven
enuna zona urbana 'y endémica.

RESULTADOS

Se capturaron 90 animales para su muestreo, 40
roedores y 50 quirdpteros. Los roedores capturados
fueron identificados en su totalidad pertenecientes al
género Rattus rattus. El 80% de las capturas ocurrieron
dentro del domicilio, el resto fue peri-domiciliario, y
solamente 3 capturas se lograron en areas abiertas. To-
dos los roedores fueron clasificados como adultos, 12
hembras y el resto machos. A la inspeccion clinica no
se detectaron signos o caracteristicas visibles compati-
bles con leishmaniasis.

Ocho animales del total de capturados no fueron
muestreados, por encontrarse en estado de prefiez, o
por no lograr obtener suficiente tejido medular para la
repeticion de cada una de las 5 PCR por muestra (con-
trol de especie, anidada y para especie braziliensis y
chagasi).

Por lo tanto se procesaron 32 muestras de ADN y se
logro detectar por medio de latécnica Nested PCR para
el género Leishmania, primer round, la amplificacion
de bandas de 520 pb en 9 muestras, al aplicar al produc-
to de esta primer PCR una segunda vuelta para incre-
mentar la sensibilidad del diagnéstico, la amplificacion
de bandas de 490 pb se detect6 en 7 de las 9 muestras
positivas al ADN del género Leishmania por lo cual la
prevalencia hallada fue del 21,8%.

Figura 1. Apertura de hueso largo y vista del canal
medular.

Figura 2. Absorcion de tejido medular a través de je-
ringa de tuberculina heparinizada.
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De las muestras positivas obtuvimos la identifica-
cion de la especie L. chagasi para 5 muestras, una para
Leishmania braziliensis y una muestra no detectable
para ninguna de las dos especies analizadas.

En cuanto a los murciélagos, se logré la captura de
50 animales. Tres fueron capturados con red de nie-
bla, otros tres en huecos de arboles con trampa balde y
los 44 restantes se capturaron con el método manual y
trampa balde en refugios artificiales de viviendas habi-
tadas por el hombre. A la inspeccion clinica no presen-
taron lesiones compatibles con leishmaniasis.

Se identificaron 37 machos (30 adultos + 7 juve-
niles) vy 13 hembras adultas. Se logrd identificar a los
murciélagos incluidos en dos de las 4 familias que ha-
bitan en la Provincia de Corrientes, las familias Mollo-
sidae y Vespertillonidae, insectivoras.

Se procesaron 50 muestras con la aplicacion de la
técnica nested PCR, para ambas rondas, se logro de-
tectar bandas de amplificacion de 520pb y 490pb en
5 muestras, 3 para la especie Eumops patagonicus'y 2
para la especie Myotis albescens.

Cuatro muestras de las totales resultaron positivas
para L chagasi (dos para Eumops patagonicus y dos
para Myotis albescens) y una resulto no detectable para
ambas especies de Leishmanias en murciélago Fumops
patagonicus.

DISCUSION

Con respecto a los roedores, el alto porcentaje de
capturas intra-domiciliarias, probablemente se deba a
la especie dominante en la zona urbana de la Ciudad de
Corrientes, y el sexo y 1a edad predominante respondan
a las caracteristicas de comportamiento territorial y cu-
rioso de estos animales *°.

En cuanto a Leishmania, se detecté una alta pre-
valencia que supera la establecida para considerar a
Rattus rattus como probable reservorio urbano °, ca-
racteristica ya descripta por otros autores en Rattus rat-
tfus que habitan Venezuela &, como también la misma
especie y Rattus. norvegicus en Colombia % .

En México también se constatd en 4reas urbanas
la infeccion natural a Leishmania en R. rattus, R. nor-
vegicus y M. musculus * ; y en Brasil, al igual que en
nuestro trabajo, se¢ reportd la infecciéon natural en tejido
medular de hueso femoral de Mus musculus *® . No solo
en América se obtuvieron resultados sobre la deteccion
de roedores sinantrdpicos como huéspedes naturales,
también en Turquia ocurri6 en la especie R rattus % .
En Irdn y zonas geograficas circundantes a ésta, se co-
rrobord en las especies M. musculusy R. norvegicus *° .

Basandonos en numeroso trabajos cientificos a ni-
vel mundial, podriamos afirmar que los roedores cum-
plen distintos roles segun area geografica, ya sea como
huéspedes naturales, importantes diseminadores o en
algunos casos, como uno de los principales reservo-
rios 7.

En cuanto a los quirdpteros, la captura mas eficien-
te que obtuvimos se relaciond a los numerosos refugios

en estructuras edilicias en zona urbana de la ciudad
de Corrientes, en estrecho contacto con ¢l hombre. La
edad y sexo del mayor porcentaje capturado también
responde a conductas comportamentales propias de la
especie.

En cuanto a la deteccion de Leishmania se hallé
una baja prevalencia, con un valor que no representa la
posibilidad de constituir una especie que se¢ comporte
como verdadero reservorio, al menos, en este escenario
epidemioldgico y con las caracteristicas de este estudio,
no dejando de lado la posibilidad de un rol en la dina-
mica de la transmisién como reservorios secundarios
o esparcidores endémicos que suplanten o ayuden al
reservorio primario de la zona geografica a mantener
el agente etioldgico en la region.

La baja prevalencia hallada concuerda con resulta-
dos obtenidos en la ciudad de México *, sin embargo
en murci¢lagos que habitan Brasil, se ha detectado una
prevalencia marcadamente alta de 40%, por lo cual se
adjudica a estos mamiferos el papel de perfectos reser-
vorios de la zona estudiada *° . Estos hallazgos remar-
can la problematica que presenta la leishmaniasis en
cuanto a su marcado dinamismo, dado por alteraciones
en ¢l medio ambiente, reservorios, vectores y cambios
demograficos realizados por el hombre &,

En referencia a las especies del parasito, en ambos
animales el mayor porcentaje se atribuye a Leishmania
infantum (chagasi), resultados que podrian ser espera-
dos en base a la clase de tejido estudiado y al conoci-
miento de patrones de distribucion del pardsito depen-
dientes de la especie de Leishmania. Sin embargo, se ha
demostrado que a pesar de existir patrones de distribu-
cidn, en algunos casos pueden existir focos cripticos en
sitios no comunes como fue demostrado con L. tropica,
claramente dermatotropica, pero con asiento también
en otros lugares como hueso, médula y epididimo 7.

En poblaciones de la India se ha demostrado que la
Leishmania tropica aparte de asentarse en piel también
lo hace de formas importante en médula dsea, constitu-
yendo una leishmaniasis visceral '*. En nuestros resul-
tados no se detectd L. braziliensis en murciélagos pero
si pudimos hacerlo en tejido medular de rata, especie
claramente identificada como dermatotropica, pero no
es desacertada o imposible esta ubicacidén, debido a
que otras especies también con patrén cutanco, como
L. mexicana amazonensis, fueron identificadas en te-
jido medular y causantes de leishmaniasis visceral en
el hombre 2.

Al contrario, también existen trabajos donde se de-
tectaron especies de Leishmania de tipo cutdnea en el
hombre, con marcado asentamiento en las visceras de
roedores, lo cual refuerza la idea de que el tropismo no
es el mismo en diferentes especies ** . Es importante
destacar que los patrones de distribuciéon no solo de-
penden de la especie del pardsito, sino también de la
célula huésped v del estado general que esté presente,
pudiendo aquellas Leishmanias que normalmente po-
seen presentacion cutanea, por alguna situacion, visce-
ralizarse -2,
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En nuestro caso, también hallamos muestras de te-
jido medular de ratas y murciélagos que siendo posi-
tivas al género Leishmania, resultaron negativas a las
dos especies testeadas, lo cual demuestra la posibilidad
que otra especie se encuentre circulando en nuestra re-
gidn vy que posea asiento en médula de pequeiios ma-
miferos, que claramente se presenta con baja densidad.

En base a los resultados obtenidos y el analisis bi-
bliografico de otras regiones, concluimos que existe
alta posibilidad de que otros mamifero, fuera de los
caninos considerados los principales reservorios urba-
nos en la Ciudad de Corrientes, colaboren en mantener
ciclos de la enfermedad para que ¢l agente ctiolégico
se perpetué en esta zona geografica a través del tiempo,
reforzando el nuevo concepto de reservorio, que remar-
ca la necesidad de una red de hospedadores y caracte-
risticas ambientales necesarias para presentar el mejor
escenario de mantenimiento.

Si bien mas estudios serdn necesarios para darle
continuidad al conocimiento sobre patrones de distri-
bucion de Leishmanias en pequefios mamiferos y su
implicancia epidemioldgica, los presentes resultados
colaboran con la vigilancia activa que debe realizar-
se en diferentes especies animales involucradas en un
ecosistema determinado, sumando criterios para la in-
terpretacion de un enfoque ecolégico integrado.

Estos resultados, junto a otros pocos estudios en
Argentina, constituyen actualmente las primeras pie-
zas de evidencia del papel que murciélagos y roedores
desempefian en ¢l ciclo de la enfermedad en una zona
urbana.
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