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Resumen

Ruiz, R.M.; Ramirez, N.N.; Alegre, A.E.; Bastiani, C.E.; De Biasio, M.B.: Deteccion
de Leishmania (Viannia) braziliensis en gato doméstico de Corrientes, Argentina, por
técnicas de biologia molecular. Rev vet 26: 2, 147-150, 2015. Las leishmaniasis constituyen
un grupo de enfermedades de gran impacto en la salud publica. En gatos, esta parasitosis
es considerada de rara ocurrencia, sin embargo, hay un aumento en el nimero de casos no-
tificados en todo el mundo. En Argentina existe poca informacion sobre la prevalencia y la
importancia de los gatos en la transmision de la enfermedad. El objetivo del presente trabajo
fue comunicar un caso de leishmaniasis felina en la ciudad de Corrientes, Argentina, con una
descripcion de su presentacion y la identificacion de la especie aplicando técnicas de biologia
molecular. El caso fue ratificado como leishmaniasis cutanea ulcerativa y el agente etiologico
fue identificado como Leishmania (V) braziliensis.
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Abstract

Ruiz, R.M.; Ramirez, N.N.; Alegre, A.E.; Bastiani, C.E.; De Biasio, M.B.: Detection
of Leishmania braziliensis in a domestic cat using molecular biology techniques in Cor-
rientes, Argentina,. Rev vet 26: 2, 147-150, 2015. Leishmaniasis is a parasitic disease of
great impact on public health. Feline leishmaniasis is rare, however, there is an increment in
the number of cases reported around the world. In Argentina little information is available
regarding the prevalence of this disease as well as the role of cats in its transmission. The ob-
jective of this work was to report a case of feline leishmaniasis in Corrientes City, Argentina,
with a description of the clinical aspects and the identification of the parasite by means of
molecular biology techniques. It can be concluded that this is a case of ulcerative cutaneous

leishmaniasis, being the etiologic agent Leishmania (V) braziliensis.
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INTRODUCCION

La infeccion por Leishmania sp. en gatos domés-
ticos ha sido reportada en varios paises en los cuales
esta zoonosis es endémica, tales como Portugal, Espa-
fa, Italia, Francia, Grecia, Israel, Palestina y Brasil *.
Muchos estudios imputaron a los animales domésticos
como reservorios de leishmaniasis cutanea en América;
sin embargo, en la literatura los casos en felinos son
considerados como raros y esporadicos *°. Los sinto-
mas clinicos de la leishmaniasis felina son inespecificos
y en ocasiones similares a los signos presentados en la
especie canina, lo cual torna dificil el diagnostico '> 6.

Recibido: 21 mayo 2015 / Aceptado: 30 de junio 2015

En los felinos la sintomatologia puede incluir
anorexia, depresion, estomatitis, gingivitis, vomitos,
diarrea, deshidratacion, hipertermia, linfoadenopatia
local o generalizada, uveitis y atrofia del musculo tem-
poral %1, Como sintoma clinico dermatologico pueden
citarse la dermatitis seborreica y alopecia difusa !y en
cuanto a la localizacion de las lesiones, éstas pueden
ser divididas segun area del cuerpo afectada en aqué-
llas presentes en extremidades, tronco, todo el cuerpo
o cabeza, esta Giltima a su vez se divide en zona de area
ocular, nariz, orejas, labios y areas aleatorias. A nivel
mundial los casos de leishmaniasis felina registrados
tienen diferentes presentaciones tales como nodular, ul-
cerativa, dermatitis, papulas y lesiones vegetativas, en
ese orden de importancia con respecto a la frecuencia
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hallada *® 6. Sin embargo esta enfermedad puede ser
frecuentemente confundida con otras como micosis 2.
Si bien la leishmaniasis cutanea es la mas cominmente
hallada en gatos **'*- ' la variedad visceral también
esta presente en esta especie > %10,

En cuanto al diagnostico, las técnicas de biologia
molecular demostraron ser mas sensibles que el cultivo
de tejidos de organos para detectar Leishmania (L) in-
Jantum chagasi '°. En estudios serologicos realizados
en gatos se demostrd que los anticuerpo anti-leishma-
nia aparecian mas tardiamente que las propias lesiones,
lo cual revela que la serologia no constituye un buen
marcador de enfermedad en aquellos animales que no
muestran sintomas clinicos ¢.

Los gatos son mamiferos domésticos susceptibles
a la infeccion por Leishmania sp. Dado el constante
incremento del nimero de felinos criados como mas-
cotas, resulta necesario esclarecer su participacion en
el ciclo epidemiologico de la enfermedad, para lo cual
deben reportarse casos que permitan establecer su pre-
valencia en gatos e identificar la/s especie/s del parasito
hallada/s. El objetivo de la presente comunicacion fue
reportar un caso de leishmaniasis felina en la ciudad de
Corrientes, Argentina, con identificacion de la especie
de Leishmania circulante en la zona.

MATERIAL Y METODOS

El hallazgo se produjo durante una campaia de va-
cunacion antirrabica, desparasitacion y diagnodstico de
leishmaniasis en caninos y felinos de zonas periféricas
de la Ciudad de Corrientes (barrios Anahi y Canal 13).
Datos de la Direccion de Zoonosis de la Municipalidad
local dan cuenta que se trata de un area con elevado
numero de casos de leishmaniasis canina. Entre las ac-
tividades de campaiia, se identific6 un gato que presen-
taba una lesion cercana al angulo interno del ojo, cuyo
duefio manifestd que la lesion tenia una antigiiedad de
aproximadamente un afio hasta la fecha.

El paciente fue un gato doméstico (Felis domesti-
cus catus), de sexo hembra, de aproximadamente 5 afios
de edad y pelo de mediana longitud, bicolor (plata-gris
con lineas atigradas). A la inspeccion reveld buen esta-
do general. La lesion cutanea media 1,5 por 2 cm y era
de tipo ulceroso con bordes medianamente elevados,
estando situada en un area cercana al angulo interno
del ojo derecho (Figura 1). A la palpacion el animal no
presentd ganglios inflamados.

Se tom6 una muestra de la lesion, previo lavado
con agua estéril, realizando un suave raspado en los
bordes de la tlcera, colocando el material en tubo Ep-
pendorf estéril para ser sometido en primera instancia
al diagnostico por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con el fin de detectar la presencia del parasito
para luego, en caso afirmativo, identificar la especie
mediante biologia molecular.

Para la deteccion molecular de Leishmania se pro-
cedio a la extraccion de acido desoxirribonucleico de
la muestra mediante la digestion con detergente CTAB
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(bromuro de cetil trimetil amonio) y la purificacion
se llevo a cabo con cloroformo: alcohol isoamilico. El
ADN obtenido fue sometido a la técnica de PCR anida-
da para la deteccion de genomas de Leishmania sp., la
cual comprende dos rondas de amplificacion. Para la
primera ronda se utilizaron los iniciadores externos S4
y S12 '¢ los cuales amplifican fragmentos de 520 pares
de base (pb).

Para incrementar la sensibilidad y la especificidad
de la reaccion con el producto de la primera reaccion se
aplicé una segunda ronda de amplificacion con inicia-
dores internos S17 y S18 ' que generan fragmentos de
490 pb. Se utilizo6 ADN de Leishmania chagasi (pro-
veniente del Instituto Nacional de Parasitologia “Dr.
Mario Fatala Chaben”) como control positivo y agua
destilada como control negativo. Para ambas rondas se
realizaron las reacciones propuestas en 1994 por Ulia-

Figura 1. La flecha indica la lesion ulcerosa en la zona
periocular del angulo interno del ojo derecho del gato.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 2%. PCR
sencilla para Leishmania braziliensis. Calle 1: co-
rresponde al material genético de gato y la flecha a la
izquierda sefiala la banda de 103 pb. Calle 2: marcador
de peso molecular (Ladder 100). Calles 3 y 4: perte-
necen a muestras de caninos no detectables para Leis-
hmania braziliensis y si detectables para Leishmania
chagasi, utilizadas también como controles. Calle 5:
control negativo y calle 6: control positivo a Leishma-
nia braziliensis.
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na y colaboradores '7. Para identificar especie de Leis-
hmania se desarrollaron reacciones de amplificacion
especificas para Leishmania chagasi'y Leishmania (V)
braziliensis.

Segun técnica descripta por investigadores brasile-
ros, para Leishmania (V) braziliensis se utilizaron los
iniciadores bl y b2 que flanquean una region de 103 pb
y para Leishmania chagasi se utilizaron los iniciado-
res RV1 y RV2 que amplifican fragmentos de 145 pb ' .
Como control positivo se utilizd Leishmania (V) brazi-
liensis provista por el Centro Nacional de Parasitologia
y Enfermedades Tropicales de la Ciudad de Corrientes
- CENPETROP (gentileza del Dr. C. Borda) y agua des-
tilada como control negativo.

Todos los productos de PCR fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% y buffer TBE1X,
teflidos con bromuro de etidio y visualizados por tran-
siluminacion UV. Para la comparacion de tamafios de
los fragmentos amplificados se utilizé un marcador de
peso molecular (Ladder 100).

RESULTADOS

Las pruebas de laboratorio confirmaron el diag-
nostico. Como ratificacion de la presencia de ADN del
género Leishmania, en el material del raspado de los
bordes de la lesion ulcerosa, se verificaron bandas de
amplificacion de 520 pb para la técnica anidada en la
primera ronda y de 490 pb para la segunda ronda de
amplificacion.

Para la identificacion de la especie, se constato la
presencia de una banda de amplificacion de 103 pb, se-
fialando la presencia de ADN de Leishmania (V) brazi-
liensis (Figura 2). No hubo evidencias de bandas para
Leishmania chagasi.

DISCUSION

Existe gran controversia sobre el rol que desempe-
flan los gatos en la cadena epidemiologica de la leish-
maniasis: algunos investigadores los consideran reser-
vorios ¢y otros afirman que son reservorios secundarios
o huéspedes accidentales '°. Es importante destacar que
la mayoria de los reportes de casos en gatos se origi-
nan en zonas endémicas de leishmaniasis canina 7116
situacion que coincide con lo descrito en el presente
reporte. Catalogada como leishmaniasis cutanea, la sin-
tomatologia consistente en una lesion ulcerosa ubicada
topograficamente en la cabeza, coincide con la mas
comunmente hallada en esta especie, con localizacion
periocular, como se presenta en numerosos casos estu-
diados en Sudamérica '°. En cuanto a la especie hallada,
Leishmania braziliensis, es dable destacar que es una
de las mas frecuentemente identificadas en esta especie
animal en Sudamérica, especialmente en Brasil 7.

En conclusion, se reporta leishmaniasis en un gato
doméstico de la Ciudad de Corrientes, Argentina, zona
geografica para la cual no se habian encontrado publi-
caciones que acreditaran casos anteriores con fehacien-
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te identificacion del parasito. Tal circunstancia quizas
deba atribuirse al subdiagndstico o bien, con respecto
al perro, a la menor frecuencia de consultas veteri-
narias de pacientes felinos. Se infiere la necesidad de
promover la denuncia de nuevos casos de leishmania-
sis en gatos, asi como la realizacion de estudios epide-
miologicos para establecer de manera fidedigna el rol
que desempeiflan en la cadena epidemioldgica de esta
enfermedad en el nordeste argentino.
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