Arch Med Vet 47, 401-407 (2015) DOI: 10.4067/s0301-732x2015000300020

COMUNICACION
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SUMMARY

Leishmaniasis is an important public health problem in tropical and subtropical countries worldwide. The identification of natural hosts of Leishmania
is fundamental to better understand the epidemiology of the disease. The importance of rodents as reservoir hosts for different Leishmania species have
already been described in different countries, however there are not reports of this situation in Argentina. The aim of this work was to capture rodents
in the city of Corrientes, Argentina and detect Leishmania spp. in spleens of rodents through molecular analysis using nested PCR (Polymerase Chain
Reaction) technical and by light microscopy to detect amastigotes. The results showed that sixty four rodents were collected, sixty three of them were
identified as Rattus rattus and only one as Mus musculus. Positive results were obtained by Nested PCR, Leishmania DNA was detected in 43.7% of
64 tissue samples (first round of nested PCR), 46.8% (second round of nested PCR) and 3.1% by light microscopy. This is the first report of its kind
where synanthropic rodents were found to be naturally infected by Leishmania spp. in Corrientes city, Argentina. Further studies are needed to evaluate
other organs and to differentiate Leishmania species.
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RESUMEN

La leishmaniasis es un importante problema de salud piblica en ciudades tropicales y subtropicales de todo el mundo. La identificacion de reservorios
naturales de Leishmania es fundamental para el mejor entendimiento de la epidemiologia de la enfermedad. La importancia de roedores como reservorios
de diferentes especies de Leishmania ya fue descrita en diferentes ciudades, sin embargo no hay registro de esta situacién en Argentina. El principio de
este trabajo fue capturar roedores en la ciudad de Corrientes, Argentina, y detectar Leishmania sp. en bazos de roedores mediante andlisis molecular
por técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) anidada y por microscopia Optica para detectar amastigotes. Los resultados mostraron que
sesenta y cuatro roedores fueron capturados, sesenta y tres fueron identificados como Rattus rattus y solamente uno como Mus musculus. Se obtuvieron
resultados positivos por la técnica de PCR anidada, ADN de Leishmania fue detectado en 43,7% de 64 muestras de tejido (primera ronda de PCR
anidada), 46,8% (segunda ronda de PCR anidada) y 3,1% por microscopia dptica. Este es el primer reporte de este tipo en que se hallaron roedores
sinantrépicos infectados naturalmente por Leishmania sp. en la ciudad de Corrientes, Argentina. Mds estudios son necesarios para evaluar otros 6rganos
e identificar especies de Leishmania.

Palabras clave: roedores, Leishmania, PCR, microscopia.

INTRODUCCION endémicas (Ministerio de Salud de la Nacién 2012). Es

una enfermedad que afecta al hombre y a un gran nimero

La leishmaniasis es una enfermedad producida
por la infeccién de una variedad de Leishmania sp.,
parasito protozoario de la familia Trypanosomatidae,
cuya principal caracteristica estructural es la de poseer
kinetoplasto (orden Kinetoplastida) (Cuba Cuba 2000).
En la actualidad la leishmaniasis es considerada por la
Organizacién Mundial de la Salud como una enfermedad
emergente a nivel mundial, donde la incidencia ha crecido
notablemente y se produjo la aparicién de nuevas dreas
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de animales silvestres, como marsupiales (Arias et al
1981, Santiago et al 2007), roedores (Braga et al 1991),
animales domésticos, principalmente caninos pero tam-
bién se ha demostrado su presencia en equinos y asnos
(Herrer 1999). Existe una gran variedad de vectores
pertenecientes a los géneros Phlebotomus y Lutzomyia
en el viejo y nuevo mundo, respectivamente, capaces
de transmitir el pardsito y numerosos mamiferos que
pueden actuar como reservorios, por tanto la situacién
epidemiolégica es muy compleja (Laison 1983). En el
control de esta parasitosis la vigilancia epidemiolégica
constituye una actividad fundamental para identificar
variadas cadenas epidemioldgicas compuestas por dife-
rentes huéspedes mamiferos (Sabroza 2005, Quaresma
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et al 2011) y vectores transmisores (Perez-Doria et al
2008), datos elementales para la aplicacién de eficientes
planes de control. En el estudio epidemioldgico de la
Leishmania es indispensable conocer los reservorios
domésticos y silvestres para poder analizar y determinar
la forma en que se mantiene el agente etioldgico en la
naturaleza, como asi también la manera de presentacion
de esta enfermedad en diferentes dreas geograficas y en
sus distintas presentaciones clinicas. Sin embargo, no es
facil determinar el rol que cumplen los animales en la
naturaleza dentro de la cadena epidemioldgica y hasta
qué punto se pueden convertir en una fuente importante
de infeccién para el hombre y otros animales, o conver-
tirse en verdaderos reservorios!. Ante esta situacién, es
elemental la eleccion del tipo de muestra y la adecuada
obtencién de la misma de acuerdo con la especie animal
y al objetivo de estudio, clinico o epidemioldgico, como
también una correcta aplicacion del método de diagnés-
tico (Roque Rodrigues et al 2010). Estas caracteristicas
a tener en cuenta en el momento de determinar el tipo de
estudio, conjuntamente con datos ecoepidemioldgicos,
colaboran en un andlisis e interpretacion eficiente de los
resultados hallados que hacen a la identificacién de un
verdadero reservorio de Leishmania en un ecosistema
determinado. En el nordeste de Argentina existen provin-
cias con presentacién endémica de leishmaniasis cutdnea,
como Chaco, Formosa, Corrientes, en esta ultima, los
casos en humanos se presentan en la ciudad capital y en
numerosos departamentos del interior?. Si bien los casos
de leishmaniasis visceral en humanos en la provincia de
Corrientes son escasos (Salomon et al 2012), existe una
importante poblacion canina con diagndstico positivo a
este tipo de Leishmania, datos registrados en la Direccién
de zoonosis de la provincia de Corrientes. Hasta el mo-
mento no existen trabajos en la provincia de Corrientes,
incluso en todo el territorio argentino, que corroboren
la infeccion natural de roedores con Leishmania sp., y
considerando la numerosa bibliografia acerca del tema
que existe en otros paises latinoamericanos como Brasil
(Laison and Shaw 1973, Laison et al 1981, Oliveira et
al 2005) y Perti (Braga Vela et al 1991), entre otros, nos
planteamos como objetivo investigar la probabilidad de
la existencia de infeccion natural por Leishmania sp. en
roedores que habitan la ciudad de Corrientes en el ambito
urbano por medio del diagndstico por microscopia dptica
y biologia molecular, para mds tarde realizar estudios que
identifiquen su rol dentro de la cadena epidemioldgica de

Medina R. 1996. Leishmaniasis Experimental en Animales Silves-
tres. Dermatologia Venezolana. Cétedras de Medicina Tropical y
Dermato-Sifilografia 5, 91-119. Disponible en:http://svdcd.org.ve/
revista//1966/Web/DV-1-1966-leishmaniasis.pdf.

2 Borda CE, MJF Rea, JR Rosa. Diagnéstico y tratamiento de
Leishmaniasis Tegumentaria Americana en el Nordeste Argentino.
Comunicaciones Cientificas de Ciencia y Técnica. Universidad
Nacional del Nordeste 2002. Disponible en: www.unne.edu.ar/
unnevieja/Web/cyt/2002
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la enfermedad. Para este objetivo también se trabaj6 con
la bisqueda de condiciones 6ptimas para la aplicacién
de técnicas de biologia molecular en nuestro laboratorio.

MATERIAL Y METODOS
AREA DE TRABAJO

El 4rea de estudio se establecié en zona periurbana
en barrios localizados a orilla del rio Parand, costanera
Norte de la ciudad de Corrientes, Argentina, en el extremo
noroccidental de la provincia de Corrientes (27° 28° S
y 58° 50’ O). La distribucién de viviendas en el drea de
estudio es marcadamente heterogénea, con una amplia
variabilidad en la relacién de viviendas por manzana.
Esta zona de estudio se encuentra bordeada por el rio
Parand con presencia de importantes zonas de vegeta-
cién, humedad y presencia de colchones de hojarascas
permanentes en el suelo por la diversidad arbérea, estas
caracteristicas confieren un habitat especial para el de-
sarrollo de Lutzomyia sp., vector que fue identificado en
la zona urbana y periférica de la ciudad de Corrientes
(Salomén et al 2008). Por lo demds, los barrios que se
encuentran mds cercanos a la costa riberefia no poseen
urbanizacién, por tanto es frecuente el acimulo de basura
y lareproduccién de roedores. También es una zona donde
se detectaron numerosos casos de leishmaniasis visceral
y en menor grado leishmaniasis cutdnea en caninos,
datos no publicados pero registrados en la Direccion de
Zoonosis de la Municipalidad de la ciudad de Corrientes.
Debido a que no existen antecedentes previos, la suma
de todas estas caracteristicas llevo a la eleccion del 4drea
de trabajo en esta primera etapa de estudio.

CAPTURA DE ROEDORES Y TOMA DE
MUESTRAS

Este trabajo fue desarrollado durante los afios 2011
y 2012 teniendo en cuenta criterios éticos de bienestar
animal (actividades que se desprenden de un proyecto
mayor aprobado por el comité de ética de la Facultad de
Ciencias Veterinarias UNNE. Expediente N°: 14-2011-
02038-N° protocolo 0010). Para la captura de roedores
el area se dividié en 47 unidades de muestreo. Las jaulas
fueron entregadas a pobladores en nimero de dos a tres por
manzana por dia, rotando estas por viviendas hasta cubrir
un maximo de 80% de las viviendas del drea de estudio,
teniendo en cuenta que el drea de estudio abarca 4.225
parcelas, datos obtenidos del registro de la Municipalidad
de la ciudad de Corrientes. La relacion vivienda por man-
zana es variable por ser de distribucién muy heterogénea.

Se utilizaron para la captura de animales vivos jaulas
tipo Sherman. El cebo colocado en ellas consistié en
semillas de zapallo o grasa bovina. Las jaulas fueron
dispuestas de acuerdo con la identificacion de rastros
hallados previamente o informacién suministrada por los



pobladores. El control de captura se realiz6 diariamente.
Los ejemplares que quedaron atrapados fueron trasladados
al Laboratorio de la Cétedra de Salud Publica de 1a Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del
Nordeste (UNNE), donde se procedio a la identificacién
por género y especie segiin clave de Osgood (1943) y ala
observacion clinica de los animales para detectar lesiones
compatibles con leishmaniasis.

Los animales se sujetaron y anestesiaron con hidrato
de cloral al 20% siguiendo las normas internacionales de
bienestar animal, se realizé la eutanasia y se extrajeron
diferentes fluidos y 6rganos para ser sometidos al diagndstico
de Leishmania. Este trabajo se inicia con la aplicacién de
dos técnicas diagndsticas en bazos de los roedores por su
importancia en la localizacién de Leishmania visceral y
también cutdnea en este 6rgano, ya citada por otros auto-
res (Braga Vela et al 1999, Roque Rodriguez et al 2010).

TECNICAS DIAGNOSTICAS UTILIZADAS

Microscopia optica. Con el bazo extraido se realizaron
extendidos citolégicos que fueron coloreados con la tincién
de Giemsa. Los preparados se fijaron con alcohol metilico
durante tres minutos, luego del secado fueron coloreados
con una solucién de giemsa de 1 parte del colorante en 9
de agua destilada durante 10 minutos, luego fueron lavados
con abundante agua y se dejaron secar. La observacioén en
microscopio 6ptico se realizé con objetivo de inmersién
(100 X) en busca de amastigotes. Muestras del mismo
Organo se conservaron a -20°C para aplicar métodos
diagndsticos moleculares especificos.

BIOLOGIA MOLECULAR

Extraccion de ADN mediante digestion con CTAB. La
extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de muestras
de tejido de bazo conservadas a -20 °C e identificadas
en tubos eppendorf. Estas fueron fraccionadas con bis-
turi sobre placas de Petri, trasvasadas a un nuevo tubo y
resuspendidas en 500 ul de solucién fisiolégica. Luego
de agitar con vortex se centrifugaron durante 4 minutos
a 12.000 rpm (Microcentrifuga Spectrafuge 24D Labnet
Internacional), se elimind el sobrenadante y se agregaron
700 pl de solucién de homogenizacion conteniendo CTAB
(Bromuro de cetil trimetil amonio) incubando a Bafio Maria
durante 2 horas a 60 °C. Seguidamente se agregaron 700 ul
de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se centrifugaron
a 12.000 rpm durante 3 minutos y se trasvasd a un tubo
nuevo la fase superior acuosa, la que contiene el ADN.
Se realizd la precipitacion agregando 700 ul de alcohol
isopropilico frio, incubando a —20 °C durante 30 minutos y
centrifugando 10 minutos a 13.000 rpm. El precipitado se
lavé con 1.000 pl de etanol al 70%, se centrifugd 5 minutos
a 13.000 rpm, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié
el material en 30 pl de agua estéril conservando en freezer
a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

ROEDORES, Leishmania, PCR, MICROSCOPIA

PCR control de material genético de ratas. Con el fin
de comprobar la presencia de ADN amplificable (buena
calidad) y ausencia de inhibidores luego de la extraccién
a partir de las muestras se desarrollé una reaccién de
amplificacién utilizando iniciadores dirigidos a material
genético que deberia estar presente en los mismos. Dichos
iniciadores (Walker et al 2004) son especificos para una
porcion no codificante y conservada de genoma de rata,
ratén y hdmster y generan amplificaciones de 118 pb. Este
control es de gran importancia en los casos en los que las
reacciones de amplificacién para Leishmania dieron no
detectable.

La reaccion de amplificacién se realizé en un volumen
final de 25 pl empleando como molde ADN de tejido de
bazo de cada uno de los animales muestreados y conteniendo
las siguientes concentraciones finales de reactivos: 1X de
buffer de PCR, 1,5mM MgCl,, 0,2 mM de cada uno de
los ANTPg, 0,2 mM de cada iniciador y 1U de Taq DNA
polimerasa. Se incluyeron un control positivo y un control
negativo consistente en ADN de ratas y agua.

El programa de ciclado incluyd las siguientes etapas:
desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante un minuto seguida
de 30 ciclos de amplificacion (desnaturalizacién a 95 °C
por 30 segundos, hibridizacién a 55 °C por 30 segundos y
extension a 72 °C por 30 segundos) y extension final a 72 °C
por 4 minutos e incubacién a 4 °C. Los productos de PCR
se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%
en buffer TBE 1X (Tris- Acido bérico- EDTA), tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados por transiluminacién UV.

PCR para leishmania: PCR anidada aplicada a la
deteccion de genomas de Leishmania sp. La PCR anidada
utilizada comprende dos rondas de amplificacién para
detectar ADN de protozoos del género Leishmania sp. En
la primera ronda se utilizaron los iniciadores externos S4 y
S12 (Uliana et al 1994) que amplifican una region del gen
de una subunidad menor de ARNr y genera fragmentos de
520 pares de bases (pb). La segunda ronda de amplificacién
incrementa la sensibilidad y especificidad de la deteccién
y utiliza los iniciadores internos S17 y S18 (Savani et al
2010) generando amplificaciones de 490 pb. Como control
positivo se utiliz6 ADN de Leishmania chagasi cedido
gentilmente por el Instituto Nacional de Parasitologia
“Dr. Mario Fatala Chaben”, Argentina, y agua destilada
como control negativo. Para ambas rondas se realizaron
reacciones propuestas por Uliana et al (1994), conteniendo
las siguientes concentraciones finales de reactivos: 1X de
buffer de PCR, 2,0 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTPq,
0,2 uM de cada iniciador y 2,0 U de Taq DNA polimerasa,
en un volumen total de 20 pl. Para la primera ronda se
utiliz6 2 pl de ADN problema y para la segunda ronda 1
ul del producto de amplificacion de esta primera PCR.

El programa de ciclado para la primera ronda fue el
siguiente: desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 3
minutos, seguida de 35 ciclos consistentes en desnaturali-
zacion a 94 °C por 60 segundos, hibridizacion a 50 °C por
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60 segundos y extension a 72 °C por 60 segundos fina-
lizando con una extensioén final a 72 °C por 7 minutos e
incubacién a 4 °C. Mientras que para la segunda ronda se
aplicé el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a
94 °C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos consistentes
en desnaturalizacién a 94 °C por 60 segundos, hibridi-
zacion a 59 °C por 60 segundos y extension a 72 °C por
30 segundos finalizando con una extensién final a 72 °C
por 10 minutos e incubacién a 4 °C.

Los productos de PCR fueron separados por electrofo-
resis en geles de agarosa al 2% y buffer TBE1X, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados por transiluminacién
UV. Se utiliz6 un marcador de peso molecular (Ladder
100) para la comparacién de tamaiios de los fragmentos
amplificados.

Todas las secuencias de los iniciadores utilizados para
las distintas PCR pueden observarse en el cuadro 1.

RESULTADOS Y DISCUSION
CAPTURA E IDENTIFICACION DE ROEDORES

Se capturaron 64 roedores y se procesé el mismo nimero
de muestras de bazo para ambas técnicas. Se logré identifi-
car el 100 por ciento de los animales procesados, donde 63
individuos fueron clasificados dentro del género Rattus y
solo un ejemplar correspondi6 a la especie Mus musculus.

Las especies y subespecies identificadas dentro del
género Rattus fueron 44 individuos para Rattus rattus
rattus, 8 para Rattus rattus alexandrinus y 11 para Rattus
rattus frugivorus. A la inspeccion clinica ningtin animal
capturado presentd lesiones compatibles con leishmaniasis.

MICROSCOPIA OPTICA
A la lectura del total de los extendidos citoldgicos
se pudo detectar solo dos muestras positivas (3,1%) con

presentacion de muy baja densidad por campo (figura 1).

DETECCION MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR

PCR control de material genético de ratas. Como
resultado en las PCR control, se logré observar en todas

las muestras bandas de amplificacién de un fragmento
de 118 pb indicando presencia e integridad de material
genético y ausencia de inhibidores de la reaccién de la
especie estudiada con una correcta obtencion de ADN.

Aplicacion de PCR anidada en la deteccion de
Leishmania sp. Se optimizaron las condiciones quimicas
y térmicas para la PCR anidada. Si bien la concentracién
de geles de agarosa varia segun los diferentes autores,
nosotros logramos optimizar la deteccion en geles al 2%
para ambas corridas de amplificacion.

Enla deteccion de genomas de Leishmania se aplicé la
técnica PCR anidada al 100% de las muestras. Se detect6 en
la primera ronda de PCR amplificacién especifica de ADN
de Leishmania sp. en 28 muestras (43,7%) (figura 2). En
la aplicacion de la segunda ronda de PCR maés especifica
se logré confirmar la deteccidn para Leishmania sp. en
las mismas muestras (figura 3) y a estas se sumaron dos
muestras mas que fueron detectadas en la primera ronda
como sospechosas por presentar bandas poco nitidas pero
confirmadas en una segunda instancia, por lo que se detect6
la amplificacién de bandas correspondientes a Leishmania
sp. en 30 muestras (46,8%). Es importante aclarar que las
dos muestras que resultaron positivas por microscopia
Optica también resultaron positivas por PCR anidada.
En ambas reacciones moleculares no hubo presencia de
amplificacién en controles negativos.

Del total de muestras procesadas, las que resulta-
ron positivas se distribuyeron segtn especie de roedor
de la siguiente manera: para Rattus rattus rattus 6,6%
(n =2) mediante microscopia Opticay 76,6% (n=23) me-
diante PCR anidada. Muestras de Rattus rattus alexandrinus
fueron positivo en 16,6% (n = 5) mediante PCR anidada
y con esta misma técnica resultaron positivas muestras de
Rattus rattus frugivorus en 6,6% (n = 2).

La ecoepidemiologia de la leishmaniasis es muy variable
dependiendo del tipo de reservorios, clase de Leishmania
y cadena epidemioldgica que se cumple en un medio am-
biente. Si bien se conoce que los roedores son reservorios
de Leishmania (Achay Szyfres 2003), es importante veri-
ficar que esta situacién se cumpla en diferentes ambientes,
identificar las especies de reservorios, clase de Leishmania
que albergan estos animales y qué papel juegan dentro
de la cadena epidemioldgica en una regién determinada.

Cuadro 1. Caracteristicas de los iniciadores utilizados para las reacciones de PCR.

Characteristics of the primers used for PCR reactions.

Iniciadores Secuencia de iniciadores utilizado Amplificaciéon
Secuencia S4 Fw 5’- GAT CCA GCT GCA GGT TCA CC -3’ 520pb
Secuencia S12 Rev 5’- GGT TGA TTC CGT CAACGGAC -3’

Secuencia S17 Fw 5’- CCA AGC TGC CCA GTAGAAT -3 490pb.
Secuencia S18 Rev 5’- TCG GGC GGA TAAAACCC-3’

mouse Fw 5°- AGA TGG CTC AGT GGG TAA AGG -3° 118 pb.

Rev 5°- GTG GAG GTC AGA GGA CAAACTT- 37
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Figura 1. Microscopia 6ptica. Extendido citoldgico de bazo. Coloracién Giemsa (100X). Flecha indica amastigote.

Optical microscopy. Cytological extended spleen. Giemsa Staining (100X). Arrow indicates amastigote.

Ladder

M4 100 &t

Figura 2. PCR anidada. Primera ronda. Muestras positivas con bandas de amplificacién de 520 pb (M1, M2, M3, M4, M5). Marcador
de peso molecular (Ladder 100). Control positivo (C+) y control negativo (C-).

Nested PCR. First round. Positive samples amplified bands in 520 pb (M1, M2, M3, M4, M5). Molecular weight marker (Ladder 100).
Positive Control (C +) and negative control (C-).

Ladder

M2 M3 M4 100 M5

_— L Zo0 ™

Figura 3. PCR anidada. Segunda vuelta. Muestras positivas con bandas de amplificacién de 490 pb (M1, M2, M3, M4, M5). Marcador
de peso molecular (ladder 100). Control positivo (C+) y control negativo (C-).

Nested PCR. Second round. Positive samples amplified bands of 490 bp. (M1, M2, M3, M4, M5). Molecular weight marker (100 ladder).
Positive Control (C +) and negative control (C-).
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Es asi que roedores silvestres que habitan Perd, como
especies del género Proechimys, resultaron ser positivos
al diagnéstico por técnicas de cultivo de tejido hepatico
y también por caracterizacién de patrones isoenzimaticos
donde se identificé Leishmania braziliensis braziliensis
(Braga Vela et al 1991), lo que demuestra que el agente
etiolégico que causa la leishmaniasis cutdnea pueden
asentarse en Organos internos de roedores con mayor
frecuencia que en otras especies animales sin presentar
manifestaciones clinicas visibles. Con nuestros resultados
también confirmamos un asentamiento del pardsito en
drganos internos como lo es el bazo de roedores. Hasta el
momento dentro de la inspeccidn clinica de los animales
procesados en nuestro trabajo se destaca la ausencia de
lesiones compatibles con leishmaniasis, coincidiendo con
los resultados de Braga Vela e al 1991, donde los animales
que resultaron positivos tampoco manifestaron lesiones
visibles. También Laisson et al (1981) mencionan en los
resultados de sus estudios la infeccién de roedores con
presentaciéon comunmente inaparente. Esta caracteristica
ya habia sido informada por Laison y Shaw (1973) cuando
en 21 Proechimys guyannensis que habitaban la cuenca
del Amazonas lograron aislar Leishmania mexicana
amazonensis y cuyas pieles poseian un aspecto normal,
sin lesiones cutdneas detectables. Esta caracteristica debe
tenerse en cuenta al momento de seleccionar los animales
para su estudio, debido a que no todo animal sin sinto-
mas visibles deberia ser descartado para el diagnéstico;
asi también mediante ensayos experimentales realizados
en Thrichomys laurentius se demostré que Leishmania
infantum y L. braziliensis tienen capacidad de invadir y
mantenerse en las visceras sin manifestar evidencia clinica
de la infeccion en la piel (Rodriguez Roque et al 2010).
La técnica de PCR anidada utilizada en este trabajo de-
mostrd una alta sensibilidad debido a que comprende dos
rondas de amplificacién con distintos pares de iniciadores
en cada reaccidn, una se realiza con iniciadores externos
para amplificar una regién de ADN mads extensa, y luego,
con el producto de amplificacién obtenido, se ejecuta una
segunda amplificacién con los iniciadores internos para
amplificar la regién especifica. Ademds, si se compara esta
técnica con microscopia de extendidos citoldgicos tefiidos
con giemsa realizados con muestras del mismo érgano para
el diagnéstico de Leishmania sp., se puede corroborar su
alta sensibilidad demostrada por los resultados obtenidos
en este trabajo, donde el nimero de muestras positivas
detectadas por biologia molecular fueron marcadamente
mayor respecto de las halladas por microscopia dptica,
estas dltimas también detectadas por PCR. Esta misma
técnica de biologia molecular anidada fue utilizada para
identificar este pardsito en otra clase de roedores como
Rhombomys opimus (Rodentia: Gerbillinae) de Irdn, donde
los resultados mostraron también una alta sensibilidad de
la técnica con una tasa de infeccién a Leishmania sp. de
55,8%, es decir, que hallaron positivos 29 de los 52 jerbos
analizados (Akhavan et al 2010). La reaccién en cadena de
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la polimerasa (PCR) es, sin duda, un gran avance para el
diagnéstico de la infeccidn por Leishmania sp., teniendo
en cuenta que es muy adecuada para este tipo de trabajo,
donde la deteccidn de infecciones naturales en animales, a
veces, es muy baja y su alta sensibilidad permite detectarla.

En cuanto a la prevalencia hallada podriamos afirmar
que los resultados obtenidos demuestran una elevada
prevalencia, en concordancia con resultados obtenidos
en roedores capturados en Minas Gerais, Brasil, de ratas
silvestres y sinantrdpicas, donde Rattus rattus y Trichomys
apereoides fueron las especies que presentaron la mas
alta prevalencia de infeccion natural diagnosticadas por
técnicas de biologia molecular comparadas con espe-
cies silvestres como Oryzomys subflavus, Galea spixii,
Bolomys lasiurus y Wiedomys pyrrhorhinos (Oliveira et
al 2005). Trabajos realizados por Alexander et al (1998)
demostraron también la importancia de la presencia de
Leishmania sp. en la especie R. rattus mediante técnicas
de hibridacién por PCR.

Los resultados aqui expuestos abren un nuevo pano-
rama de estudio en nuestra region, debido a que si bien
la infeccion natural de roedores por Leishmania ya fue
comprobada en otras partes del mundo (Brandao-Filho et
al 2003, De Lima et al 2002, Van Wynsberghe et al 2000),
hasta el momento no existian resultados de estudios que
asf lo confirmen en roedores de la provincia de Corrientes,
Argentina, sumando a estos resultados la importancia de
hallarlos en animales no domésticos, especificamente en
roedores sinantrépicos que conviven en estrecho contacto
con el hombre. Por tanto, el siguiente paso es identificar las
diferentes especies de Leishmania y méas tarde determinar
el papel real que juegan estos roedores dentro de la cadena
epidemioldgica de la enfermedad en nuestra region.
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