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Resumen

Los tripanosomatidos son microorganismos flagelados que parasitan a lgxincipales
grupos de organismos eucariotas En este estudio evaluamos lainfeccion por
trypanosomatidos pertenecientes a los género3rypanosomay Leishmaniaen monos
aulladores negros y dorados(Alouatta carayad de vida libre, y la presencia de los
respectivos insectos vectoreqtriatominos y fleb6tomos) en distintos ambientes en el
noreste argenting aportando conocimiento sobre los potenciales hospedadores de los
parasitos mencionados enambientes con distinto grado de intervenmn humana del
noreste de nuestro pais.

El estudio se llevé a cabo en San Cayetano (SC), en el Parque Provincial San Cayetano
(PPSC) (noroeste de la provincia de Corrientes), y en Isla Brasilera (IB) e Isla del Cerrito
(IC) (islas sobre el rio Parand, prancia de Chaco). En estos sitios. carayarepresentala
mayor proporcion en biomasa de los mamiferos arbéreosos sitios de estudio fueron
clasificados de acuerdo al grado de contactpe los grupos de monosnantienen con el
ambiente antropizada remoto (IB), rural (PPSC), y rururbano (IC y Sara realizar los
diagnésticos de infeccion, colectamos muestras biolégicas mediante la captura de
animales. Muestreamos un total de 109 monos (49 en el ambiente remoto, 39 en rural, 21
en rururbano) provenientes de 32 grupos distintos (15 en remoto, 10 en rural, y 7 en

rururbano).

Hallamos infeccionpor T. cruziy T. minasensen losmonos aulladoresde los distintos
ambientes estudiados Se hallé la Unidad Discreta de Tipificaciéon (UDT)de T. cruzi
coincidente con el grupo de Tcll, V y VI en todos los ambientes evaluados, y la Tcl solo en
el ambiente remoto. Detectamos la presencia deT. minasense(o de una especie
cercanamente elacionada)lo cual no habia sido reportado previamente para monos
aulladores en vida libre en Argentina Por otro lado, registramosla presencia del
triatomino hematofago Psammolestesoreodesn nidos de aves deshabitados hallados en
los mismos arboles por los que circulan los mongsy hallamos tripanosomatidos

flagelados enas hecesde los msmos.

Hallamos infeccion natural por Leishmania (Viannia) braziliensis L. (Leishmania)
amazonensisy L. (L.) infantum, en individuos capturados en losdistintos ambientes

relevados. Registramos por primera vez estos parasitosen A. carayaen vida libre, y



también se obtuvoel primer registro de L. (L.)amazonensigara la regién noreste dela
Argentina. El hallazgo de infeccion porL. (L.) infantum en los monos del ambiente
rurur bano (SC)y del ambiente remotosugiere distintos escenarios epidemiolégicos para
la transmision de este agente parasitario causante de la leishmaniasis visceral urbana.
Lutzomyia longipalpis el principal vector deL. (L.) infantum, solo fue detectada en el
peridomicilio de las viviendas evaluadas. Detectamos la presenciaflidotomosvectores
de Leishmaniaspp.(Nyssomyia neivaNy. whitmaniy Migonemyiamigonei) enlos estratos
alto y bajo delos arboles dormideros de los aulladores. Encontramos una asociacion
significativa entre el tipo de ambiente y las especies de flebétomos encontradasd®gue
los monos aulladores pueden habitar ambientes con distinto grado de disturbida
interaccion entre los fleb6tomos y los monos podria ser un factor clave en el ciclo de
transmision deLeishmaniaspp.en los paisajes urales y silvestres.

Los resultadcs nos permitieron registrar y dar conocimiento sobreinfeccion de monos
aulladores por Trypanosomaspp. yLeishmaniaspp.tanto en el ambiente naturalremoto
como en losalrededoresdelas poblacioneshumanas dd noreste argentino. Esta evidencia
empiricaabre nuevas preguntas y alertas respecto a la vigilancia de la transmisiéctual

de estos parésitos

Palabras claves: Zoonosis, reservoriossilvestres,Alouatta caraya Trypanosoma cruzi
Leishmania



Summary

Trypanosomes and leishmanias in howler monkeys ( Alouatta caraya ) in wild and
rural areas of northeastern Argentina

Trypanosomatids are flagellated microorganisms that parasitize the main groups of
eukaryotic organisms.We evaluated the infection by trypanosomatids belonging to the
genera Trypanosomaand Leishmaniain free-living black and gold howler monkeys
(Alouatta caraya), and the presence of the respective vector insectsr{atomines and
sandflies) in different environments in northeastern Argentina. Our main objective was
to provide knowledge on the potential hosts of the mentioned parasites in the wild
environment of the northeast of our country.

The study was carried out in San Cayetan(sC),in the San Cayetano Provincial Park
(PPSC)(northwest of the province of Corriente9, and Isla Brasilera (IB) andlsla del
Cerrito (IC) (islands on the Parana River in the mvince of Chac(. Alouatta caraya
represents the highest biomassproportion of arboreal mammals in these sitesWe
classified the study areas according to the degree of contact that the groups of monkeys
maintain with the anthropized environment: remote (IB), rural (PPSC), and rururban (IC
and SC) In order to perform infection diagnosis, we collected biological samples by
capturing animals.We sampled109 howler monkeys (49 from remote site, 39 from rural
site and 21 from rururban site) coming from 32 goups.

We found infectionby T. cruziand T. minasensén the howler monkeysinhabiting both
study areas. The Discrete Typing Unit (UDDf T. cruzifoundedto coincide with the group
of Tcll, V and VI in all the environments evaluated, and the Tcl only the remote
environment. We detected the presence ofT. minasens€or a closelyrelated species,
which was not previously reported forfree-living A. carayain Argentina. In addition, we
detected the presence ofthe hematophagous triatomine Psammolestescoreodes
inhabiting the same environments asA. carayaas well asflagellate trypanosomatids in
the fecesof the triatomines.

We also foundnatural infection by Leishmaniabraziliensis L. (L.)amazonensisand L. (L.)
infantum, in howlers captured in thedifferent surveyed environments.We recorded these
parasites for the first time in freeliving A. caraya and the first record of L. (L.)

amazonensisfor the northeast region of Argentina.The finding of infection by L. (L.)



infantum in monkeys from therururban environment (SC)and the remote environment
(IB) suggests different epidemiological scenarios for the transmission of this parasitic
agent that causes urban visceral leishmaniasisutzomyia longipalpis the main vector of
visceral leishmaniasis,was only detectedin the peridomicile of surveyed houses We
detected the presence of eishmaniaspp.vector sandflies (Nyssomyianeivai, Ny. whitmani
and Migonemyiamigone) i n t he | ower and upper stWeata of
found a significant association between the type of environment and the species of
sandflies. Since howler monkeys can inhabit environments with varying degrees of
disturbance, the interaction between sandflies and monkeys could be a key facta the
transmission cycle ofLeishmaniaspp.in rural and wild landscapes.

The resultsfrom the present studyallowed us to record andorovide knowledge on howler
monkey infection by Trypanosomaspp. and Leishmaniaspp., in the natural remote
environment as well as in thesurroundings of human populations in northeastern
Argentina. This empirical evidence opens new questions and alerts regarding the

surveillance of the current transmissionof these parasites.

Keywords: Zoonosis, wild reservoirs Alouatta caraya Trypanosoma cruziLeishmania.
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Capitulo 1-Trypanosomatidos ymonos
aulladores de vida libre

1.1- Introducciodn

El conocimiento acerca de los procesos de transmision gatdogenos entreprimates no
humanos (PNH) en vida libre y poblaciones humanas y animales domésticos es escaso.
Sobrelos monos aulladores se conoce que la mayorison hospedadore deparasitos que
pueden afectar la salud deds seres humaws y de animales domésticos (Stuary col,
1998; Kowalewski y Gillespie 2009). En esta tesis nopropusimos evaluar la frecuencia
de infecciébncausada por los trypanosomatidos pertenecientes a loggerosTrypanosoma
y Leishmaniaen los monos aulladoresen vida libre del noreste argentinoy estudiar la

presencia de logespectivosinsectos vectores en los ambientedonde habitan los monos

Trypanosoma cruziLeishmania braziliensiy L. (L.)infantum, son los protozoogarasitos

en los que basamos los objetivos de este trabajichos hemoparasitosausan morbilidad

y mortalidad significativa en la poblacién humana de nuestro paiEstudiar su prevalencia

en los monos aulladoregnvida libre, nos permite evaluar el rol de los mismos en el ciclo
de transmision silvestre de estos patdgenosy nos aportaconocimiento sobre el estado
sanitario de estos primates en nuestro pais y el riesgo que estas parasitosis pueden

representar para s conservacion
1.1.1- Tripanosomatidos

Los tripanosomatidosson un grupo de microorganismos flagelados que parasitan a los
principales grupos de organismos eucariota (Molyneux yAshford, 1983; Simpson1987).
Pertenecenal orden protista Kinetoplastida (Honigberg, 1963),un grupo ampliamente
distribuido de protozoos que poseen uno o dos flagelos. La caracteristica morfolégica que
los distingue es una estructura prominente conocida como kinetoplasto, que se localiza
cerca del cuerpo basal (region donde eenge el flagelo) en el interior de una Unica

mitocondria que esta ramificada por toda la célulgFigura 1.1); el kinetoplasto es una
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condensacion de ADNanformada por maxicirculos yminicirculos de ADN (Junqueira y

col., 2005; Adl y col.,

A Glicossomo

Nuchkeolo
d &

'f, o
4 idocalcissomo

\\'
Reticulo

endoplasmatico

Nucleo

Inclusoes
lipsclicas ™

_;4- Reservossomo fike
o —= Complexo de Golgi
~ Mitocondria

= Microtubulos
subpeliculares

AxOnema

Bolsa
flagetar \«
Corpasculo -~
basal

2012)Todos lostri panosomatidos son parasitos obligados.

Figura 1.1- Morfologia
de un tripanosomatido.
A) Esquema donde se
pueden observar las
organelas, como el
kinetoplasto, la
mitocondria y el flagelo,
entre otros, y su
distribucién. B)
Esquema general dein
tripanosomatido.
llustraciones adaptadas
deimagenes halladaen
internet de autor
desconocida

En € ciclo de vida de los tipanosoméidos, como los integrantes de los géneros

Trypanosomay Leishmaniagse requiere deun hospedador invertebrado representado por

dipteros o hemipteros, y un hospedador vertebrado representado por mamiferos, reptiles

o anfibios (Lakey col, 1988; Podlipaev, 2000). Los tripanosomatidos de los géneros

Trypanosomay Leishmania son importantes patdégenos de humanos y animales

superiores, causantes de enfermedades como los distintos tipos de leishmaniasis y la

enfermedad de Chaags en Latinoamérica

1.1.2- Zoonosisy reservorios

La Organizacion Mundial de la Salud define a una enfermedacdb on 6t i ¢c a

7

enfermedad o infeccién que es transmitida naturalmente desde animales vertebrados a

humanos’ (WHO, 2010).Los animales juegan un rol esencial ezl mantenimiento delas

infecciones zoonoticas en la naturalez&egun labibliografia, de lospatégenos humanos

identificados el 58% son zoondicos (Woolhouse yGowtage Sequerig 2005).

Muchos patdégenos zoondticos se mantienen en ciclos silvestres independientemente de

los ciclos domeésticos, con los que pueden o0 no entrar en contackstos focos naturales

pueden permanecer no detectados hasta que personas susceptibles entran en contacto
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con ellos,surgiendoasil as enf er medades-ememegrque mitbd/az”

cobran mayor importancia para la salud humana (Ridel y col., 29).

Dependiendo del ambiente donde ocurre la transferencia de patégenosdoméstico o
silvestre, los animales vertebrados involucrados son domésticos (animales dempariig

de trabajo, para consumq o animales en cautiverip o animales silvestresde vida libre,
respectivamente.Por otro lado, la direccidén de la transferencia dgpatdégenopuede ser la
contraria, desde humanos a animales vertebradog se denominaantropozoonosis(Pujol,
2006).

Para queocurra el ciclo detransmision de un patdégeno en un determinado espacio y
tiempo es necesario que estén presentes todos los factores que lo compordoireau y

col. (2009) definen a un reservorio como una especie 0 un conjunto de especi@s
hébitats) responsables de la margncion a largo plazo de un parasito daden la
naturaleza, en un ambiente en particular, garantizando la circulacién indefinida del
mismo en un determinado recorte espacial y temporalLa importancia de un reservorio
depende principalmente en el caso deenfermedades de transmision vectorialde su
prevalencia de infeccion, su capacidad para infectar al vector y su tasa de contacto con el
vector (Cohen y Gdrtler, 2001). Una altaapacidad de infectividad al vectodemuestra
una alta competenciacomo resenorio en comparacion con las especies de hospedadores
gue solamente manifiestan la infeccién por la presencia de anticuerpos o que se detecta
con otras técnicas mas sensibles cuando la parasitemia es m@ajeb(e.g., PCR) (Ceballps
2010).

Estudiar los factaes que componen a los procesos de las zoonosis es de gran importancia
en la actual situacibn de emergencia y remergencia de enfermedades como
consecuencia de los cambios en el clima y de las transformaciones en los paisajes
naturales y no naturales genedas por las actividades humanas. Las consecuencias
biolégicas producidas en las poblaciones de los vectores a causa de las modificaciones
ambientales y climaticas afectan a los ciclos de transmision de las enfermedades de

transmision vectorial, y por lotanto su posibilidad de emergencidKlepac y col., 2024)
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1.1.3 Zoonosis en primates no humanos del nuevo mundo

La cercana relacion filogenética entre humanos §NH junto ala expansion exponencial
de la poblacion humana y sus actividades en los habitats de los monosji@ementado

el potencial para el intercambio de patdégenos (Gillespie @hapman 2008).

Estudios referidos a enfermedades ePNH en general se enmarcan edos direcciones:
en el riesgo que las mismas representan para el estado de conservacion de las pobhssio
de primates amenazadas@a Silvay cd., 2008), y en el conocimiento que aportan sobre
el rol de los primates como reservorios en el ambiente silvest de patdégenos de
implicancia en salud publica. Ambas son importantes, tanto en la biologia de la
conservacion de los primates como en la vigilancia de epizootias de importancia sanitaria
para la poblacion humana, donde los monos por ejemplo pueden semteelas en la
emergencia de enfermedades como es el caso del virds la fiebre amarilla (Butcher,
1991; Holzmanny cd., 2010). El virus de la fiebre amarilla puede producir masivas
mortandades de monos aulladores que proporcionan una alerta tempranaa las
autoridades de salud sobrda circulacion viral y la necesidad de vacunar a la poblacion
humana (BiccaMarques y cd., 2010). En estos casos,ob aulladores juegan un rol

fundamental para la salud publica (Moreno y col., 2015)

Existen diversos factres de riesgo ecologicos y sociecoldgicos que favorecenla
transmision de patégenos entrdos PNHneotropicalesde vida libre, y también de forma
zoondtica o antropozoondéticainvolucrando otras especies(Pedersen y Davies 2009,
Carrillo-Bilbao y col., 2021). En el norte de nuestro pais la deforestacion se ha
incrementado en las Ultimas écadas UMSEF, 201), registrandose unagran pérdida del
bosque nativa Los monocultivos y el desmonte de fragmentos enteroson
establecimiento de pastos exéticopara ganaderia han cambiado profundamente la
composicion natural de los bosques y sueldZunino y Kowalewski, 2008).Los estudios
en A. carayaindican que las modificaciones antropogénicas en bosques nativos y la
deforestacion de losques riberefios, que wne ocurriendo enlas ultimas décadasy que
son cada vez mas frecuentes, limitan la dispersion de la especie y pueden llevar al
aislamiento de las poblacionegOklander y col., 2019)Las poblacionesde A. carayade
Argentina habitan en el limite mas austl del rango de distribucion de la especie, tienen

un tamafo efectivo reducido y pueden estar genéticamente limitadas para enfrentar
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eventos como brotes de fiebre amarilla, que podrian afectar rapidamente a todos los
individuos que habitan gran parte del &a de distribucion de la especieolzmann y col.,
2010; Agostini y col., 20%; Oklandery col, 2017). Asimismo, el creciente proceso de
urbanizacion, la pérdida y fragmentacion del habitat de los monos aulladores,
incrementan las posibilidades dentercambio multidireccional de patdégenos, generando
desafios para la conservacion de la biodiversidad y $alud publica (Gillespie y Chapman
2008).

Estudios que abarcan diferentes tipos de patégengotencialmente zoondticosfueron y
son llevados a caben PNHneotropicaleslibres y en cautiverio,en generalcon el objetivo
de evaluarsurol en el ciclo de transmisién delos mismos En d trabajo de revision de
Carrillo-Bilbao y col. (2021)se registrangran parte delos trabajos de investigaciénde
infeccion por patégenos zoonaticos (bacterias, virus, y protozoos) éNHneotropicales

libres y en cautiverio o semicautiveriorealizados hasta la actualidad

Asimismo, dversos estudios fueron realizados en poblaciones d@NHdireccionados a la
detecddn de infecciones causadas por tripanosomatidos, muchos de los cuales estan
dirigidos a la deteccién deT. cruzi, agente causante de la enfermedad de Chagas, y de
Leishmaniasp. como veremos enlos siguientes capitulos. En Argentina los estudios de
infeccion por estos patégenos efPNH son escasoslo cual sumado ala emergencia de
leishmaniasis y latodavia presentetransmision vectorial de Chagasen la regién, nos
motivo a llevar a cabo este estudio en el afio 2010 en lpsblaciones deAlouatta caraya

(Primates: Atelidae)en una region del noreste de la Argentina.

1.1.4- Losmonos aulladoresnegros y dorados Alouatta carayg)

Los monos aulladores A. caraya (Figura 1.2) presentan una amplia distribucion
geografica, que se extiende desde México hasta el sur de BrasMNoreste de Argentina
donde habita las selvas de inundacion, sobre el sistema de islas del rio Parana, y la selva
en galeria al este y oeste del rio Parana en el Chadonedo (Crockett y Eisenberg, 198Y
(Zunino y Kowalewski, 2008). El norte de Argentina abarca el limite sur de la distribucion
de A. caraya y estos representan la mayor proporcion en biomasa de los mamiferos
arboreos en esa regionBrown y Zunino, 1994). Esta especie de primate®s la unica que
habita enel sistema de islas del rio Parsa (Kowalewski y Zunino, 2004; Kowalewski y

col.,, 2019). La densidad ecolbgica dé. carayaen el area rural alrededor de la Estaciéon
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Biologica Corrientes es cercana a un individuo pohectarea (Zuninoy col, 2007),
mientras que en el sstema de islas del Rio Parana €k/a inundada) es de casires
individuos por hectarea (Kowalewski yZunino, 2004, Kowalewski y col. 2019. Como
otros aulladores, A. carayaen general tolera bien una deforestacion moderada (Bicea
Marques, 2003; Zuninoy col.2007).

Figura 1.2. Mono aullador negro y dorado Alouatta carayg). A y C) Individuos hembra y juveniles. B 'y
D) Individuos machos adultos

En todas las especies de aulladores los machos son por lo menos 25% mas pesados que
las hembras (dimoérficos). Alouatta caraya a diferencia de otros aulladores, tiene un
marcado dicromatismo sexualFigura 1.2), los machos adultos son negros y las hembras
rubias o doradas, machos y hembras nacen rubios y los machos se van oscureciendo a
medida que maduran (Rumiz 1990;BiccaMarques y CalegaroMarques, 1994). Viven en
grupos sociales que puederstar compuestos porl a 4 machos reproductivos, varias
hembras y juveniles, alcanzando tamafos de grupos de hasta 15 individuos (Rurt&90;
Bravo y Sallenave2003; Kowalewski y Zuning 2004; Kowalewski, 2007; Kowalewski y
Garber, 2010;Di Fiorey col,2011). Los grupos grmanecen en un area de acciéestable,

de dimension variable segun el ambiente, en la que se alimentan, desplazan, duermen, etc.
Los aulladores minimizan el tiempo de traslado y dedican gran parte del tiempo al reposo

diario. Durante las noches se agrupade forma cohesiva en los arboles dormideros.
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Asimismo, los grupos de monosnantienen el uso dealgunosarboles para dormirdurante

la noche(Kowalewski y Zunino, 2005; Brividoro y col., 2019)

En diversas localidades del oreste argentino es frecuente el contacto de poblaciones
humanas con poblaciones deA. caraya los cuales se acercaperidodicamente a las
viviendas que aln conservan fragmentos de bosque (Zunindpwalewski, 2008). Estos
pueden permanecer durante dias endichas é&reas, y bajo estas circunstancias, la
probabilidad de que la poblacion humana y de monos compartan enfermedades
infecciosas se ve incrementada (Kowalewski y Gillespie, 2009). Por lo tanésas areas
compartidas podrian ser un factor de importanciasanitaria en localidades rurales con
areas silvestres vecinagepresentando un riesgopotencial de transmision zoondtica y/o

antropozoondética de patégenogKowalewski y col, 2011; Kuthyary col, 2022).

Dada la alta abundancia de esta especie de mones la regiony su cercania con los
ambientes peridomésticoscomo ocurreen muchos casos,ansideramos quesonun buen
modelo para estudiarla presencia de tripanosomatidos comd. cruzi, L. (L.)infantumy L.
(V.) braziliensisen el ambiente silvestre parasitosque sonde interés para la salud publica
en nuestro paisy en la regién Por otro lado, estos hemoparasitos podrian estar afectando
la salud de estos primates, yambién el estado deconservacién delos mismosen sitios
donde la poblacon de aulladoresen vida libre se encuentra amenazada, congs el caso
de la poblacién deA. guaribaen la provincia de Misiones. Esta especie de primates quedo
reducida a unos pocos individuos luego del brote de fiebre amarilla en el afio 202809
en la prouvncia de Misiones(Holzmann y col, 2010; Agostini y col, 2019). Asimismo, en
esta provincialas leishmaniasistienen un papel importante dentro de las parasitosigue
pueden estarmanteniendo su cicloen el ambiente silvestre ygue sonde interés para la
salud publica.Por ello, estudiar las infecciones queafectan a los primates en vida libre
puede aportar importante s conocimientos sobre su estado sanitario, y también sobre el
rol de los mismos en los ciclos de transmision silvestre deatégenosde interés para la

salud publica.
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1.2- Objetivos

El objetivo generaldel estudioesevaluarla infeccidon ylos vectoresimplicados enel ciclo
detransmision silvestre de los hemoparasito§ rypanosoma cruziLeishmania braziliensis

y L. (L.)infantum en monos aulladores negros y dorados en vida libreen ambientes con
diferente grado de urbanizaciordel noreste argentino.De esta manera, buscamos aportar
al conocimiento sobre los potenciales hospedadores de los parasitos mencionados en el

ambiente silvestre del noreste de nuestro pais.

La tesisse estructura en cuatro capitulosdonde se abarca el estudio de la infeccion por
Trypanosomay Leishmaniaen monos aulladoresen vida libre, y los estudios de las
poblaciones deinsectos potencialmentevectores: triatominos hematéfagos y fleb6tomos,

respectivamente.

Por otro lado, @ estudio s realiza en sitios que presentan diferencias en cuanto a sus
caracteristicasambientales yen estos lugaresgos grupos de monosnteraccionan con los
ambientes domeésticos en distinto gradg lo que nospermite evaluar si existe alguna
asociacion entre los sitios de estudio y la presencia y prevalencia de los patdgenos en
estudio, ytambién conlas comunidades de insectggotencialesvectores,que se registren

enlos sitios donde habitan los monos.
Objetivos especificos

1 Detectar y tipificar por técnicas de diagndstico molecular la infeccion pdr. cruzi
(capitulo 2), L. (V.)braziliensis yL. (L.)infantum (capitulo 3) en monos aulladores
negros y dorados del noreste argentino easitios con diferente grado de
urbanizacién, estimando las prevalencias en cada sitio de estudio.

{1 Estudiar la asociacion atre las prevalencias de infeccion pof. cruziL. (V.)
braziliensis yL. (L.)infantum en monos aulladoresy el grado de urbanizaciénde
los sitios de estudio

1 Estudiar la distribucion y abundancia ddos respectivos insectossectores,
fleb6tomos ytriatominos, en las areas de estudioy su asociacion con los
distintos ambientes estudiados.

1 Determinar la infeccion por tripanosomas en logriatominos colectados.
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Capitulo2 —Infeccidon por Trypanosoma
cruziy otros tripanosomasen Alouatta
caraya

2.1- Introduccioén

El parasito protozoario Trypanosoma cruzi(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) es el
causante de la enfermedad de Chagas en humanos. La enfermedad de Chagas es una
enfermedad zoondética parasitariaconfinada principalmente al continente americano y
representa uno de los problemas de salud publica rmdmportantes en América Latina.
Entre seis y sietemillones de personas estan infectadas en el mundo por este parasijo

la mayoria delos casos ocurren en Latinoaméric@OMS 2024), asimismo se estima que

en nuestro pais existen entre By 2 millones de personasnfectadas Sanmartino y col.,
2015). En este capitulodescribimos el trabajo realizado paraestudiar la infeccién por
Trypanosomaspp. en monos aulladores en vida librey evaluar la presencia de insectos

vectorespotencialesen el noreste de nuestro pais.

En Argentina, el area endémica para la enfermedad de Chagas, esta definida por la
presenciade los insectos vectores triatominos (vinchucasy comprende a 19 provincias
(Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formdsguy, La Pampa, La Rioja,
Mendoza, Misiones, Neuguén, Rio Negro, Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe, Santiago del
Estero y Tucuméan)No obstante, el perfil epidemiolégico de la enfermedad de Chagas en
Argentina en los ultimos afios se ha modificado y teansmisién congénita se convirtié en

la via que genera mayor nimero de casos nuevos por afganmartino y col., 2015MSAL,

2021).

La enfermedad de Chagas tierdos fasesen humanos 1) la fase aguda, qudura unos dos
meses después de contraer la infecci¢en la quecirculan por el torrente sanguineo una
gran cantidad de parasitos, pero en la mayoria de los casos no hay sintomastoseson
leves y no especificos; 2) ldase crénica,en la quelos parasios permanecen ocultos
principalmente en el masculo cardiaco y digestivo. Hasta un 30% de los pacientes sufren

trastornos cardiacos y hasta un 10% presentan alteraciones digestivas, neuroldgicas o
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mixtas. Con el paso de los afios, la infeccion puede causarerte subita por arritmias
cardiacas o insuficiencia cardiaca progresiva como consecuencia de la destruccion del

musculo cardiaco y sus inervacione@MS, 2024.
2.1.1- Trypanosoma cruzy su ciclo de vida

El Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (Chagas, 209) es un protozoo unicelular
flageladopertenedente al orden Kinetoplastida y a lagmilia Trypanosomatidae, con un
ciclo de vidacomplejo que requiere deun hospedador invertebrado yde un hospedador
vertebrado. EI géneroTrypanosomase divide en dos grupos dependiendo del desarrollo
del parasito: Stercoraria y Salivaria. En el primer grupo los tripanosomas se desarrollan
en el tubo digestivo del vector, con liberacién de las formas infectivas en las heces, el
tripanosoma mas importarte de este grupo para el ser humano &s cruzi En el segundo
grupo los tripanosomas se desarrollan en el tubo digestivo y llegan a las glandulas
salivales,donde son inoculadas mecénicamente con la saliMaos tripanosomas de ste
grupo ocurren principalmente en Africa, yT. bruceies el integrante mas importante por

ser el parasito causante de la enfermedad del suefio en dicho continefitéare, 1972.

El ciclo de vida deT. cruzitranscurre entre un hospedadorvertebrado y un insecto
invertebrado generalmente dela familia Triatominae (Reduviidae: Triatominae) Su
desarrollo tiene varias etapas de reproduccion asexual, que ocurren en ambos tipos de
hospedadores,pasando por tres estadios que se difeencian en su norfologia celular y
segun el hospedador en el quese encuentran epimastigotes (forma replicativaen el
vector), tripomastigotes (forma infectiva), y amastigotes (forma replicativaen el

mamifero) (Figura 2.1).
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Figura 2.1.Descripcion del dclo de vida deTrypanosoma cruziun insectotriatomino infectado
se alimenta de sangre de un hospedador mamifero liberandos hecesonteniendo
tripomastigotes metaciclicosal mismo tiempo; los tripomastigotes ingresan al hospedador por
algunaherida, que puede ser consecuencia de la mismp&adura, 0 por mucosas (a, b invaden
las @lulas cercanaglonde se diferencian en amastigotes intracelulares (cgstosse multiplican
por fisién binaria, y se diferencian en tripomastigotegjue sonliberados a la circulacién
sanguinea(d, e, f) los tripomastigotespueden infectarcélulas de distintos tejidosdonde se
transforman en amastigotes intracelulareggenerandonuevos sitios de infeccion ( el ciclo de
vida se cierra cuando u triatomino no infectadoingiere sangre deun hospedador con
tripomastigotes circulantes (h), que se transformaran en epimastigotes en el intestino del
insecto vector, donde se multiplicean y diferenciaran en tripomastigotes metaciclicos infectivos
(). Adaptado de Macedq col. (2002).

Entre los tripanosométidos, T. cruzi abarca un rango de hospedadores mamiferos e
insectos vectores muy amplio, siendo capaz de parasitar los mas variados tejidos (Hoare,
1972). Estas capacidades permiten la existencia de al menos dtgos ciclos de
transmision para este patogeno:silvestre y domeéstico. Ambos ciclos pueden ocurrir
simultanea o independientemente involucrando distintos vectores y reservorios
(Diotaiuti y col, 1995) (Figura 2.3). El solapamiento entre los paisajes antropicos y
silvestres, permite la invasion de un dor del ciclo doméstico en el medio silvestre y

viceversa. Estos solapamientos aumentan su probabilidad de ocurrencia en tanto el ser
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humano avanza sobre las areas naturales, y consecuentemente puede emerger -0 re

emerger la enfermedad.

En el ambiente silvstre en general, la infeccion es sostenida por mas de 160 especies de
mamiferos pertenecientes a 25 familiasen el continente americang sSendo los
marsupiales, armadillos, roedores, carnivoros, murciélagos, y primates, los hospedadores
selvaticos mas freaentemente infectados (Barrettoy col.,1979; Barretto, 1985; Zeledon,
1974; Miles y col, 2003; Noireau y col, 2009). En el Chaco humedo argentino, las
zarigueyasDidelphis albiventrisy los armadillosDasypus novemcinctuson los principales
hospedadores deT. cruzi y cada uno de estos grupos se halla infectado por una o mas
cepas del patégeno (Alvaradddteguiy col, 2012; Orozcq 2012). A pesar de la gran lista
de mamiferos silvestres que se registraron infectados naturalmente pdr. cruzi ain hay
muchas incertidumbres respecto al rol que juegan estas especies en la mantencién y/o la
transmision de T. cruzi en el ambiente silvestre (Noireauy col, 2009). Dada la
heterogeneidad genética, y la plasticidad muHlhospedador que presental. cruzi los
actores involucrados enesteciclo seran diferentes segun las caracteristicas biolégicas y

ambientales particulares de cada region geografica.

La mayoria de las especies de insectos triatomingReduviidae: Triatominae) conocidas
son silvestres, y cadiodas pueden ser infectadas natural o experimentalmente cdn cruzi

y pueden estar implicadas en el ciclo de transmision silvestre del mismo (Lent y
Wygodzinsky, 1979; Noireauy col, 2009). Lostriatominos en esteambiente, en general

se encuentran asociadosa una amplia variedad de hospedadores vertebrados,
particularmente mamiferos y aves que habitan en nidos y cuevas (Schofield y.ct999).
Una gran cantidad de estas especies silvestres ocasionalmente pueden invadir las
viviendas humanas, y asi contribuir en la transmision del. cruzial hombre y en la
introduccion de T. cruzidesde el ciclo silvestre al doméstico o peridoméstico (Noireau
col., 2005; Schofieldy col, 1999).

El ciclo domésticoinvolucra la circulacién delparasito entre triatominos domiciliados,
humanos, y aninales domésticos y sinantropicoskl escenario para la ocurrencia de este
ciclo normalmente es de viviendas precariagurales que se hallan infestadas con
“vinchucas"”, y en | as capdiceoned desnecqgsidades dasiaas
insatisfechas (Ceballos2010). Recientementetambién se registran colonizaciones de
triatominos en viviendas como consecuencia de las aglomeraciones urban@3arbajal y
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col., 2022; Provecho y col.2021). Asi d Chagasurbano representa un nuevo desafio para
el problema de la enfermedad de Chagas debido a las caracteristicas particulares de los

aglomerados urbanos (Carbajal y cq2022).
2.12- Vias de transmision delrypanosoma cruzi

La transmision deT. cruzipuede ccurrir por distintas vias estasdependedan del nivel de
endemicidad de la infecciory del tipo de control vectorial implementado en el sitio en
cuestion. Las vias de transmision posibles sonvectorial, vertical (congénita), por

trasplante de 6rganos o transfusbn de sangre(horizontal) , y oral.

La principal y mas conocida es ldaransmision vectorial, sin embargo,la mejora en el
control de vectoresy también sobre lavia transfusional, ha reducido estas viasde
transmision (Diasy col, 2002). Asimismo,se ha registrado unaumento en la incidencia
de la transmisidbncongénita lo cual puede estamsociadoentre otros factoresal aumento
de cobertura de diagnéstico pard. cruzien la mujer embarazada $chofieldy col, 2006;
Gurtler,2007; Danesi y col., 2019

La transmision vectorial ocurre a travésdel contactode mamiferoscon las heces de
multiples especies deinsectos hematofagos de la familia Triatominae (Reduviidae:
Triatominae). Cuando un triatomino infectado se alimenta de la sangre de un hospedador
mamifero libera sus heces, que contienen tripomastigotes infectivos, los cuales ingresaran
al hospedador por alguna herida, que puede ser consecuencia de la misma picadura, 0 a
través de alguna mucosa (Figura 2.1)riatoma infestanses d principal vector de T. cruzi

en elambiente doméstico delcono sur de Américalos insectos triatominos habitan en
viviendas desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina, ellos encusmiun
habitat favorable en las grietas de paredes y techos, y también en habitats peridomésticos
como corrales, gallineros, depdésitos y otrod.as areas rurales de bajos recursos son las
mas afectadas por la infestadn de las viviendason triatominos domésticos(Sanmartino

y col., 2015)

La transmision vertical o0 congénita, se refiere ala transmision del parasito de una
generacion a la siguienteg(Carlier y Truyens, 201Q Carlier y col. 2015). A raiz de la
aplicacion de planes de vigilancia vectorial y de los controles en los bancos de sangre, la
transmision vertical paso a ser una de las vias mé@sportante s para la persistencia de la

infeccion en la poblacion humana(Gurtler y col, 2003). La transmisién congénita es
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escasamente estudiada en animales silvestremn vida libre, principalmente por las
dificultades que representa manipular un animal recién nacido eestas condiciones
(Janseny col, 2015). Hasta la fecha, la Unica observacion deatrsmision congénita deT.
cruzien animales silvestres en vida libre fue reportada en murciélagos (Afgzol, 2009).
En cambio, en condiciones experimentaleshay abundantes articulosacerca de la
transmision congénita en diferentes especies de mamiferos (Alkmi@liveira y col,
2013). En un estudio @ Leontopithecus rosaliaen vida libre, una especie de primate
platirrino en grave peligro de extincion, sugieren que la transmision vertial es
improbable dado que ninguno delos infantes examinados resultépositivo, y que
probablemente la infeccion conT. cruzi ocurra por contaminacion con las heces de
triatominos infectados mediante su picadura gor transmision oral al consumir alimento

contaminado con heces infectada@.isboay col, 2000; 2015).

Latransmision oral , por la ingesta de alimentos contaminados con el parasittNpbrega

y col, 2009; SouzeLimay col, 2013), parece serun mecanismomuy importante en la
dispersion deT. cruzien mamiferos silvestres Da Silvay col, 2008; Roquey col, 2008;
Marcili y col, 2009a; Rochay col, 2013; Lisboay col, 2015; Santana y col., 2019 La
eficiencia de esta via de transmision fue comprobada por varios estudios adeccion
experimental en roedores y ariglieyas (Barreto y col, 1978;Calvo Mendez col, 1992).
También £ observoque los jugos gastricos mejoran el potencial infectivo del parasito
(Hofty col, 1996;Cortezy col, 2006). La viade transmisién oral puede explicar mejor la
infeccién en grandes depredadoregjue la via vectorial la cual implica lacontaminacion
con heces de triatominos infectadosle la pielde estos animales, a menuddensamente
pilosa (Roquey col, 2008; Rochay col, 2013). También en sitios donde la transmision
vectorial en humanos no es frecuentedado que no hay especies de triatominos que
invadan las viviendas, y tampco hay abundancia de viviendgseste mecanismo es
consideradomuy importante. Los antecedentes cientificos han deostrado la aparicién

de numerosos casoshumanos de infeccibn con T. cruzi por via oral debida a la
contaminacion de alimentos con heces de triatominos silvestres o con secreciones de
reservorios, en regiones como el Amazonas y en areas de diferentes paises
latinoamericanos (Marciliy col, 2009g ShikanatYasuda yCarvalhg 2012; Rueda y col.
2014). Los casos fueron mayanente atribuidos al consumo de jugos, agua, frutas y otros

alimentos infectadoscon T. cruzi(Shikanai-Yasuda and Carvalho, 2012)
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2.1.3 Las dstintas cepas deT. cruziy su especificidad con el hospedador

La variedad de hospedadores reservorios y de insectos vectores que se encuentran
implicados en la transmisién deT. cruzi puede explicar, en términos evolutivos, las
variaciones entre las distintas cepas d€. cruzi(Zeledon, 1974). Las poblaciones naturags

de T. cruziestanclasificadasen sieteUnidades Discretas de Tipificacion (UDTSJ,. cruzil

— T. cruzi VI y T. cruzi Bat, que ha sido propuesto en ultimo lugar,cercano
filogenéticamente a Tcl y practicamente restringido a los murciélagd3ibayrenc, 2003;
Zingalesy col, 2009, Marcili y col., 200%; Zingales y col.2012). Las UDTson definidas
como un conjunto de cepas que estan genéticamente mas relacionadas entre si que con
cualquier otra cepa, y se identifican mediante marcadores genéticos, moleculares o

inmunologicos comunes (Tibayrenc, 1998).

Las UDE de T. cruzi se distribuyen diferencialmente entre insectos triatoninos,
hospedadores vertebradoshébitats, y en diferentes areas geograficas (igoy col, 2004;
Maffey y col, 2012). Segun la bibliografiaT. cruzi | circula en los ciclos selvaticosdel
continente americano,y en algunos ciclos domeésticos, estd asociado mamiferos
marsupiales del génerdDidelphis(zariglieyag, los cuales habitan en ecotopos arbéreos y
terrestres, peridomésticos y selvéaticos (Bernabg col, 2000; Diosquey col, 2003; Yeoy
col,, 2005; Ceballosy col, 2006; Alvarado-Otegui y col, 2012; Orozcoy col, 2013;
Enriquez y col, 2012). Trypanosoma cruzil, V y VI se registra en ciclos domésticos, en
Brasil y en paises del cono sur del continente americanBipsquey col, 2003; Yeoy col,
2005; Burgosy col, 2007;Noireauy col, 2009; Enriquezy col.2012). Trypanosoma cruzi
Il se ha encontrado en armadillos @asypus novemcinctsa través del ontinente
americano (Yeoy col, 2005; Lewisy col, 2009; Alvarado-Oteguiy col, 2012;0rozcoy col,
2013; Cura, 2014), mientras queT. cruzilV ha sido aisladomayormente de mamiferos
silvestres en el norte de la cuenca del Amazonas y en Estados Unidos (Bernatwel.,
2000; Yeoy col, 2005; Llewellyny col, 2009). Los primates no humars en vida libre
parecen estar naturalmente asociados coi. cruzil, T. cruzill y T. cruzilV en la selva
Atlantica y Amazonica (Lisboay col, 2006; Da Silvay col, 2008; Marcili y col, 2009;
Araujoy col, 2011;Lisboay col, 2015).

En la Tabla2.1 se expone el registro de las UDTs de cruzique circulan en Argentina en

distintos hospedadores silvestres y domésticos.
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Hospedador Provincia Localidad Linaje Referencia
. . Alvarado-Otegui y col,2012
Pampa del Indio T. cruzil
Chaco Orozco y col,2013
Chacabuco T. cruzil Diosque y col.2003
Zarigueyas (Didelphis albiventri i
gueyas( P 3 Santiago del Amama T. cruzil Ceballos y co0|.2006
Estero
Misiones Candelaria T. cruzil Argibayy col, 2016
Misiones Capital T. cruzil Argibay ycol, 2016
) ~ Orozcoy col.2013
Armadillo de nueve bandas Chaco Pampa del Indio T.cruzi Alvarado-Otegui y col,2012
(Dasypus novemcinctys [l
Cura, 2014
Piche llorén (Chaetophractus Chaco Pampa del Indio T. cruzi Orozco y col.2013
vellerosu3 Il
. . T.cruzi
Tatu bola (Tolypeutes matacus Chaco Pampa del Indio I Orozco y col.2013
Santiago del Amama T.cruzi Ceballos y co|.2006
. . Estero Il
Zorrino (Conepatus chingga T cruzi
Chaco Pampa del Indio Ili Orozco y col.2013
Cuis Microcavia australig Tucuman Tafi del Valle T. cruzil Cécerey co0]2015
T. cruzi
Gato domeéstico Felis catu$ Chaco Pampa del Indio VI Enriquez y col, 2013
T. cruziVv
Chacabuco ;I—/I cruzl Diosquey col, 2003
T. cruzi
Perro doméstico Canis familiarig Chaco Vi
Pampa del Indio T. cruziv Enriquezy col., 2013
T. cruzi
11
Vampiro comin @esmodus rotundds  Misiones Candelaria T. cruzill Argibay y col,2016
Chaco Chacabuco T. cruziV Diosque y col.2003

Humanos Homo sapienps

Buenos Aire$

Buenos Aire$  T. cruziV Burgosy col,2007

Tabla2.1.Antecedentes de los distintos linajes d&. cruziregistrados en Argentina.
*Resultados de pacientes que viven en Buenos Aires pero provienen de localidades endémicas de

Bolivia y Argentina.

2.1.4 Tripanosomasen primates no humanosplatirrinos, y enAlouatta

carayaen Argentina

Como mencionamos en la seccion anteriof,. cruzies un parasito que infecta a un gran

namero de especies de mamiferos silvestres participando de complejos ciclos de

transmision en el ambiente silvestre.Trypanosoma cruziy otros tripanosomas se

registraron infectando a un amplio rango de géneros de prigies no humanos

neotropicales en diversos trabajos de investigacion,

independientemente de su

comportamiento social, o de su habitat (e.g. Ziccardi y col., 2000; Da Silva y col., 2008;
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Marcili y col,2009a; Tenorioy col, 2014;Lisboay col., 2015; Aysanoay col., 2017; Carrillo
Bilbao y col., 2021).

Las altas prevalencias registradas dE. cruzienalgunas especies dgrimates no humanos
en vida librey la estabilidad de las infecciones en el tiemp@isboay col, 2015; Aysana
y col., 2017) sugieren que estosjuegan un rol importante en la mantencion del parésito
en la naturaleza y también que los primates no humanos en vida librese encuentran
altamente expuestos a la infeccion por tripanosomas (Lisboacol, 2006). Asimismo, en
algunos trabajos demostraron una alta infectividad potenciapara los primates no
humanos junto con los érdenes Didelphimorphia y &nivora Procyonidae, dados los
resultados de hemocultivos positivos (indicador de alta parasitemiajegistrados (Jansen
y col., 2018).

En unestudio se registro la infeccidon poil. cruzien varias especies de las familias Cebidae
y Callitrichidae que ocupan diferentes estratosdel bosque y tienen diversos habitos
nutricionales que incluyen comportamienbs de predacién, sobre insectos o pequefios
mamiferos, y habitos vegetarianos (Da Silwacol, 2008). Estas caracteristicas muestran
gue la infeccidn porT. cruzien primates en vida librepodria ser adquirida por distintos
mecanismos de transmisiénLa via de transmision oral, como ya hemos mencionado, es
un eficiente mecanismo en los mamiferos silvestres, y en especial en los primates puede
ser una via importante para la transmision deT. cruzi dado que estos animales
usualmente incluyen en sus diets frutas y hojas de diferentes especies de palmeras que
pueden ser microhabitats de varias especies de triatominos y pequefios mamiferos como
marsupiales oroedores (Texeiray col, 2001; Da Silvay col, 2008). Excepto porT. cruziy

T. rangeli las otras especies de tripanosomas registradas en monos, comaninasensge

no se reportaron infectando a humanog¢Da Silva y col., 2008)

Como ya mencionamosos primates no humanos, pueden también infectarse con.
(Megatrypanum) minasensde.g.Reserde y col, 1994; Ziccardi y col, 2000; Satoy col,
2008; Tendrio y col, 2014), d cual no es causante de enfermedad en humanodSste
tripanosoma fue detectadomediante técnicas de diagndstico molecular por Satp col.
(2008) en primates de la especi&Saguinus miday Saimiri sciureusexportados a Japén
como animales de laboratorigy por Tendrio y col. (2014) en unA. carayaen cautiverio.
Asimismo, trypomastigotes de T. minasensehan sido registrados por técnicas
morfolégicas en individuos en vida libre deA. palliata de Costa Rica (Chinchilly col,
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2005). Sin embargo, se ha registrado qué&. minasensees altamente pleiomorfico en
sangre en circulacion por lo que requiereuna identificacion confiable de la especie,

basada no solo en la morfologiéSato y col., 2008)

Si bien se han realizado algunos estudios experimentales de infeccion plarcruzien
primates platirrinos y catarrinos (Falasca y co).1991; Riarte y col, 1995; Espinola
Carvalhoy col, 2003), y también estudios de las consecuencian la salud demonos en
vida libre (Monteiro y col., 2006) el impacto de la infeccion porT. cruzi o por otros
tripanosomas, y el efecto en el estado dpreservacionen los primatessilvestres ain no

es clara En los estudios realizados se observan anomalias cardiacas y otros sintomas
similares a los producidos en humanos que padecen la enfermedad de Chagas (Falasca y
col., 1991; Monteiro y col., 2006)Monteiro y col. (2006) observaon anomalias cardiacas
en el 45% de los animalesl(eontopithecus rosalia positivos, sin embargo,no fueron
lesiones capaces de causar insuficiencia cardiadapartir de estos resultados plantean
dos hipaétesis posibles: 1) que las lesiones causadas parcruzien estos primates no son
suficientemente severas como para causar enfermedad cardiaca; esto podria ser
explicado por el tiempo evolutivo compartido entre el patégeno y los primates, lo que
podria haber convertido la relacionhuéspedparasito en menos severaSin embargojas
anomalias graves ya descritas en otros primates neotropicales infectados
experimentalmente (Falasca y col., 1991)hacen que esto no parezca probabl¥. 2) los
monos con lesiones graves no fueron capaces de sobrevivir, por keeqo llegaron a ser
testeados. El aumento en la mortalidad esstos animales debilitadosla explican por

ejemplo, por factores indirectos como la depredacion

Como venimos observando, en la bibliografia se registralas distintas especies de
primates no humanos que son afectados por la infeccidén por cruzisus UDTs especificas,

y la amplia distribucién por toda Latinoamérica de la infecén en primates no humanos
en vida libre. Sin embargo, no esta claraun como estas infecciones afectan a las
poblaciones de primates silvestres, como tampoco el potencial rol que estos tienen en los

ciclos de transmision y mantencion de este patdgeno en los ambientes silvestres.

La informacién disponible sobrela infeccién por T. cruzio por otros tripanosomasen A.
carayaen Argentina y también en otros paisess escasala especificidad y sensibilidad
de las técnicas diagnosticas utilizadas en los estudios realizados en Argentina
permitieron hasta ahoradefinir con certeza b especie de los patdgenos flagelados
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detectados(Funayama and Barretg 1970; Travi y cd., 1982;Bar y col., 1999 Santa Cruz
y cd., 2000).

Enlos estudios realizados por Travy cd. (1982) se utilizaron muestrasde animales que
se encontraban en cautiverioy en vida libre, en el Centro Argentino de Primates
(CAPRIM). EI CAPRIM funcionén lo queesactualmentela Estacion Bioldgica Corrientes
(EBCeCECOAICONICETUNNE), donde llevamos a cabo parte de este estudit.os
autores registraroninfeccién natural poral menos dos especies de flageladdSanta Cruz

y col. (2000) realiz6 un estudio en Isla Brasilera (sitio implicado en esta tesis) detectando
la presencia de flagelados por observacion al microscopio 6ptico de extendidos

sanguineos, y los registraron comdrypanosomasp. yPlasmodiumsp.

En dras regiones de la Argentinahabitadas porA. caraya dondehay mayor riesgo de
transmision vectorial deT. cruzi se han realizado estudios en otras especies de mamiferos
en vida libre pero no hay registros en monos aulladorese( g.Wisnivesky y col, 1992;
Ceballosy col, 2006; Cardinal y col, 2008; Alvarado-Oteguiy col, 2012; Orozcoy col,
2013; Cécerey col, 2015; Argibay, 2018.

2.15- Insectos vectores delrypanosomasp.: Triatominos

Unade las principales vias de infeccion pof. cruzies a través del contacto con las heces
de insectos hematdéfagos de la familia Triatominae(Reduviidae: Triatominae),
comunmente llamadas vinchucaséEn América Latina las especies de triatominos de
interés en salud publica pertenecen a los génerdsiatoma, Rhodnius y Panstrongylus y
Triatoma infestans(Klug, 1834), Rhodnius prolixugStal, 1859),Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835) y T. dimidiata (Latreille, 1811) son las principales especies de
triatominos implicadas en el ciclo doméstico (Minter, 1976; Sherlock, 2000; Noireawcol,
2009).

Todas las especies de triatominos fueron originalmente selvaticas y, eatellas, solo un
pequefio numero,fue exitoso en colonizar el ambiente domeéstico, y asi potencialmente
llegar a implicarse en la transmision derl. cruzia humanos. Los cambios ambientales
antropogénicos y los consiguientes dafos a los biotopos naturales de los triatominos
favorecen ese proceso sinantropico (Noireay col.,2009). En nuestro paisT. infestanses

la especie mas importante en la tnasmision vectorial doméstica (Giitler y col., 2007).
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Los triatominos encuentran condiciones favorables para vivir en las grietas de paredes y
techos, en el caso de las viviendgsn corrales, gallineros y otros en lopatios de las casas;
y en palmeras, nidos de aves, huecos de arbolgguevas de pequefios mamifergoentre
otros, en el ambiente silvestre (Bar and Wisniveskgolli, 2001; Damborskyy col, 2001,
Noireau y col, 2002; Noireau y col., 2009; Bar y col, 2010). Algunos triatominos
mantienen especificidad en su habitat, como especies del géndRtodniusasociadas
primariamente a palmeras, las de Panstrongylusasociadasa cuevas y cavidades de
arboles, y las pertenecientes @riatoma que habitanhuecos de arboles y habitats rocosos
(Carcavalloy col, 1998;Gaunt y Miles2000). Algunasespecies presentan una asociacion
mas estrecha con un tipo de habitat, como por ejemplo especies del génesammolestes
gue se asocian con nidos de Furnaridos, iemtras otras especies comoPanstrongylus
megistusy Triatoma dimidiata, se asocian a un amplio rango de ecotopos arboreos y

terrestres (Noireauy col.,2009).

Estudios en la provincia de Corrientesyegistraron la presencia de triatominos vectores
de T.cruzi, comoT. infestansT. sordidaT. platensisT. rubrovaria, Panstrongylus megistus
Pa. geniculatug/ Ps. coreode@amborskyy col, 2001). Por otro lado, Triatoma sordida,
T. platensisT. rubrovaria, y Ps. coreodéseron hallados en ecotopos siestres (Bary col,
1999b; Damborskiy col, 2001; Bary col, 2010) (Figura 2.2).

En este trabajo nos proponemos registrar los triatominos que se encuentran
compartiendo el haitat con monos aulladores y que podrian estar siendo parte del ciclo
de transmision detripanosomas en estos ambientes rurales o silvestres en una region del

noreste de nuestro pais.
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Figura 2.2.Imagenes y medidas dertatominos hematofagos potencialesvectores deT. cruzi
registrados en la provincia de Corrientegimagenesextraidasde GeoVin, 2020 Proyecto de Ciencia

Participativa: https://geovin.com.ar/ ).

2.16- Trypanosomacruzi en el Noreste argentino

La ecorregién del Gran Chaco incluye el norte de Argentina, Bolivia, Paraguay, y el
suroeste de Brasil. Es una de las regiones mas endémicas para la enfermedad de Chagas
(Gdrtler, 2009; Gdurtler y col, 2007). ElI Gran Chaco se divide en Chaco humedo y Chaco
seco, y ambos ambientes se encuentran representados en Argentina (Figura 2.3). En esta
region desde hace décadas se llevan a cabo investigaciones sobre la dinamica de
transmision de T. cruziy sobre la caracterizacion de la infeccion en animales doméstgo

y silvestres, mamiferos y vectoresg.g.Wisniveskyy col, 1992;Bary col, 1999a; Diosque

y col, 2003; Ceballosy col, 2006; Cardinal y col, 2008; Alvarado-Oteguiy col, 2012;
Orozco y col,2016). Sin embargo, los estudios en mamiferos silvestres, y en particular en
primates no humanos en vida libre, en el extremo este del Gran Chaco de la Argentina son

muy escasos (Santa Cry2000;Travi y col, 1982).
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Figura 2.3.Mapa de las eoregionesde Argentina, yampliacion delarea geograficague contieneel
areade nuestro estudio (circulo amarillo) Imagenproducida a partir de Mapa de Ecoregiones de
Argentina en: https://www.argentina.gob.ar/parquesnacionales/educacionambiental/ecorregiones.

Como ya mencionamosen la regiéon del chaco humedohabitan insectos triatominos
hematofagossilvestres, que sonpotenciales vectores deT. cruzi comopor ejemplo T.
sordiday Ps coreodeslas cualescolonizan biotopos silvestres como palmeras, huecos de
arboles y nidos de avegBar y Wisnivesky-Colli, 2001;Bar y col., 2002Dambarsky y col,
2001; Bary col, 2010).Asimismo,se hallaron especimenede T.sérdidainfectados conT.
cruzi en palmeras y nidos de ave$o queevidenciasu participacion enla mantenciéndel

ciclo de transmisién silvestre deT. cruzien la regidon (Bar and WisniveskyColli, 2001).

Los datosde infeccion en la poblacion humande laprovincia de Corrientesregistraron
seroprevalenciasde hasta46% en el Dgo. ltuzaingé (Bar y col, 1996, Bar y col., 2005;
Bar y col., 2010. Por otro lado,Danesi ycol. (2019) presentaron datos correspondientes
al subsector publico de saluddonde se observaque la Tasa de Infeccion Maternan
humanospor T. cruziha disminuido satisfactoriamente en todas las provinciaentre 2002
y 2014, excepto en Corrientes, yambién que en 2014 Chaco fue la provincia comayor
tasa de infecabn materna. Asimismo, b transmision vertical de madre a hijo es la mayor

fuente de nuevos casos en Argentina en la actual etapa epidemiol6gica del Chagassfo
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enCdrri ent e $20X)Bor otfro lagdy enila provincia de Corrienteln existe
un gran numero de viviendas vulnerables, tipo rancho, lo que favorece lgosible
recolonizacion ypresenciade los insectosvectores (Figura 2.4) Bar y col, 2010; Ulon y
col., 2018).

En 2018 la provincia de Corrientes logro la Certificacion OPS/OM8&ibre de Transmision
Vectorial Domiciliaria de la Enfermedad de ChagasSin embargo, ds antecedentes
evidencian la necesidad de continuar con la vigilancia y estudios en la region
principalmente en los sitios de mayor vulnebilidad, en donde las personasiven con
prioridades cotidianaspara resolverain mas importantes que la presencia o ausencia de

las vinchucas en sus hogares.

Figura 2.4. Viviendas vulnerables a la infestacion por triatominos potenciales vectores Tecruzien
la provincia de Corrientes:A) Vivienda ubicadaen San Cayetan(fotografia tomada durante nuestro
trabajo enterritorio en el 2011); B) Mvienda en SarLuis del Palmar (Bar y col., 2010)

2.1.7- Diagnostico y caracterizacion molecular dérypanosomacruziy otras

especiesdel género

Hasta hace un ti empo, crueiHika’n der ai nd et tre cptaandoos oema
silvestre, el mismo se identificaba comdr. cruzi cuando cumplia con determinadas
caracteristicas morfolégicas, su capacidad de reproducirse en medios de cultivo
especificos y en insectos triatominos, y su capacidad de infecyade producir amastigotes

en animales mamiferos de laboratorio (Zeleddn1974). Hoy en dia, el método mas
35



comunmente utilizado para el diagnéstico de enfermedades infecciosas se basa en la
deteccidn de acidos nucleicos del agente infeccioso. La técnicasméilizada es la PCR, la
cual se basa en el principio de amplificacion exponencial de la secuencia de ADN especifica
a la que se dirige la reaccion, lo que le confiere una elevada sensibilidad y especificidad

analitica.

Frecuentemente, el ADN seleccionadcomo blanco para el diagnéstico del parasito es
repetitivo, o de copia mdultiple con extensiva variacion intrinseca de la secuencia. Las
ventajas radican en que es esencial tener un nimero grande de copias de la secuencia
blanco para su amplificacion, pug el ADN de copia Unica es més dificil de ser detectado
especialmente cuando la parasitemia es baja. Por otro lado, las secuencias repetitivas son
con frecuencia menos conservadas, por no tener funcion codificadora y, por lo tanto, su

evolucion da lugar avariacion entre especies o grupos (Barkerl990; Vallejo, 1998).

Como mencionamos en la seccion 2.1.1 los protozoos pertenecientes ablen
Kinetoplastida se diferencian poruna estructura prominente y paraflagelar conocida
como kinetoplasto. EI ADN del knetoplasto (ADNk) estd compuesto por redes de
maxicirculos y minicirculos concatenados, que representan entre un 10 y 20% del ADN
total del parasito (Simpson, 1987Vallejo, 1998). EI ADNK es utilizado como blanco para

el diagnéstico y la caracterizacion molecular de tripanosométidos. Cada protozoo
contiene entre 5000 y 10000 minicirculos y entre 25 y 50 maxicirculos, todos los
minicirculos de ADN presentan por lo menos umregién conservada que varia entre 100

y 200 pb. Cada especie de tripanosométido mantiene el mismo numero de regiones
conservadas,T. cruziposee Unicamente minicirculos con cuatro regiones conservadas,
mientras que, por ejemplo,T. rangeliposee miniciralos con una, dos o cuatro regiones
conservadas dentro de una misma cepa (Vallejp998). Estos dos tripan@omas pueden
infectar al hombre,y en paises de América Central y del Sur, donde estos dos pao&si
pueden infectar a las misma especies devertebrados y vectores (D"Alessandrdl976;
D’Alessandro & Saraviag 1992), el diagndstico diferencial de los mismos se puede
complicar. Las pequefas diferencias observadas en el tamafo de los productos de PCR
podrian dificultar el diagnéstico de infecciones mixta entre estos dos paréasitos (Vallejo

y col. 1999, Cura 2014). Se han desarrollado estrategias de PCR capaces de distinguir
ambas especies en base a diferencias de tamafio o de secuencia de los fragmentos de ADN

k amplificados (Vallejoy col, 1999;Vargasy col., 2000;Boteroy col, 2010).
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Unasecuencia especifica utilizada para el diagnostico y caracterizacion molecular Te
cruzi, es la secuencia de ADN satélite (AEBat) que presenta un gran numero de
repeticiones en el genoma nuclear, una secuenaapecifica conservada, organizada en
serie, con unas 10a 10 copias por genoma. El contenido de ADd&télite varia de 5 a 10
veces entre ladJnidades Discretas de TipificaciofUDTs) deT. cruziTcl/TclV y las UDTs
Tcll/lll/VIVI (Duffy y col, 2009).
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2.1.8- Objetivos e hipotesis

Varias especies de primates no humanos del nuevo mundo se registraron infectadas con
T. cruzj sin embargo, no hayantecedentesprecisos en monos aulladores silvestresile
Argentina. Nos propusimosevaluar el rol potencial de Alouatta carayaen el ciclo de
transmision silvestre de Trypanosoma cruzien ambientes antropizados del Noreste
argentino. Investigamos la infeccién por T. cruziy otras especies dé genero en los
aulladores, y la presencia devectores triatominos asociades aestas poblaciones deA.

carayaen vida libre.
Objetivos especificos

1 Determinar la prevalencia de infeccion poiT. cruziy por otros tripanosomatidos
en poblaciones deA. carayaen vida libre que habitan en lugares con diferente
grado de urbanizacion del noreste argenting a través de distintas técnicas
diagnésticas

{1 Caracterizar por métodos molecularesas UDTsde T. cruzihalladasen los monos
aulladores.

1 Estudiar la asociacion entre las prevalenciasstimadasy el grado de urbanizacion
de los sitiosde estudio.

1 Identificar los potenciales triatominos vectores su abundanciay los ecotopos
silvestres donde habitan.

71 Determinar la infeccién por tripanosomasde los triatominos hallados.

Hipotesis de trabajo

Dado que laprovincia de Corrientesesconsideradaendémica para la enfermedad de
Chagascon prevalencias en humanos considerablé8ary col, 1996; Bar y col., 2005;
Bar y col., 2010;Danesi y col.2019), y que en el ambiente silvestre los estudios de
seroprevalencia en mamiferos son escasas nulos, nos planteamos la siguientes
hipotesis: 1) Los monos aulladores en vida librelel noreste argentinoalbergana T.
cruzi, incluso en zonas donde la transmisién vectoriaen humanos ha sido
interrumpida. 2) En los bosques del noreste de la Argentina la presencia conjunta de
monos aulladores infectados yriatominos hematéfagos posibilita la permanencia del
ciclo de transmisibn silvestre deT. cruzien la region.
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2.2- Metodologia

2.2.1- Descripcion de bs sitiosde estudio.

El estudio se llevo a cabo en dos localidades del noreste de Argentina: Isla del Cerrito en
la provincia de Chaco, y San Cayetasan la provincia deCorrientes. Ambas localidadese
encuentran inmersas en un ambiente ruraglrodeadas de rios, lagunas, y fragmentos de
bosque habitados porA. caraya Entre ambas localidades, es definieron cuatro sitios de
estudio con diferente grado deurbanizaciony por lo tanto de contacto de los monos que
alli habitan con el ambiente antropicolsla del Cerrito (IC) (27° 18' S- 58° 37' O) y San
Cayetano 6Q (27°34'S 58 42°0Oc o0 mo a mlurugdhand & Isld Brasilera (B) (27°
20'S-58°40'0)c o mo a mbemeto’tyBarque Provincial San CayetandPSQqG (27°
30'S 58 41'0O)c 0 mo a mburak”fFigera 2°5).

La localidad delC se encuentra en el noreste de la provincia de Chaco en la confluencia
del rio Parana y el rio Paraguay (Figura 2.5), siendo uno de los principales puntos
turisticos de la provincia. Segun los datos registrados hasta el momento, Isla del Cerrito
cuenta conl.758 habitantes (NDEGC 2010). El clima es subtropical templado, con una
media anual de entre 1.000 y 1.20éhm de precipitaciones y 22°C de temperatura, propios

del Chaco Oriental. Existen pobladores dispersos en diversos puntos de la isé&ap la gran
mayoria se concentra en el Unico centro urbano de la misma. El municipio se extiende por
toda la isla y abarca también las islas Guascara, Brasilera y Bosnia sobre el rio Parand, y
las islas Mborebi y Carpincho sobre elacho Ancha Dos grupos de aulladores habitan en

el casco urbano de esta localidad y circulan frecuentemente por arboles de los patios o

predios delas viviendas de IC (Kowalewsk& Garber,2010).

LaIB se encuentra a 1,5 km del casco urbano de IC, y a 20 km al norte del PPSC. La isla
tiene un é&rea de 292 ha sin asentamientos humanos permanentes, aunque
ocasionalmente es visitada por pescadores artasales o turistas que acampan en la zona

de la costa. La isldorma parte del municipio de IC y del grupo de islas del rio Parana.
Segun Cabrera (1976), la islaertenece a la provincia fitogeografica Paranaense, siendo
parte de las selvas marginales queesextiendenformando angostas galerias a lo largo de

los rios Parana y UruguayPara los trabajos de primatologia (Rumiy col, 1986; Brown y
Zunino, 1994; Zunino, 1996; Bravo, 2003) las islas del rio Parana representan un

ambiente distinguible de las selvas que se encuentran en tierra firme, refiriéndose a ellas
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como "selva de inundacion”. El clima de la IB es subtropical templado con una
temperatura anual promedio de 216 °C y un promedio anual de lluvias de 1200 mm. El
54% de la superficie de la isla esta cubierta por bosques inundables continuos y el 46%
restante por lagunas y pastizales (Brava2003). La superficie cubierta por bosques se
divide en dos tipos de comurdades, bosque alto localizado principalmente en el centro
de la isla, y bosque bajo localizado en las areas marginales de la isla. Ambos tipos de
bosque son habitados porA. caraya Entre 32 y 35 grupos de monos viven en la isla
(Kowalewski & Garber, 2010); y la densidad ecolégica de monos es de al menos tres

individuos por hectarea (Kowalewski& Zunino, 2004; Kowalewski y col,2019).

La localidad deSC a 18 km de la ciudad de Corrientes, se encuentra sobre el rio Riachuelo,
el cual desemboca en el rio Parana (Figura 2.5). La temperatura anual promedio es de 21,7
°C y un promedio de lluvias anual de 1230 mm. Los alrededores del casco urbano de SC,
estdncompuestos por un ambiente de pastizales, selva en galeria, y fragmentos de bosque
semideciduo degradado, los cuélesueron y continlan siendo modificados por la
deforestacion, los incendios, la extraccion de madera, y la presencia de ganado (Zunino y
col., 2007; Zunino & Kowalewski, 2008). Estos bosquesonstituyen el habitat de monos
aulladores negros y doradosEntre 7 y 8 grupos de estos monos habitan préximos a
viviendas del pueblo de San Cayetano en arboles que se encuentran contiguos con arboles
de los fragmentos de bosque vecinoKwalewski & Garber 2010).

A 3km del casco urbano de SC, se encuentrdPE®SC donde se ubica la Estacidn Bioldgica
Corrientes (EBCo) (Figura 2.5)En el PPSG sus alrededoresse registraron unos 34
grupos de monosaulladores (Zunino y col, 2007), que junto con humanos y animales
domésticos comparten estas areas con caracteristicas rurales y que aun conservan
caracteristicas del ambiente silvestre que alkxistia. La densidad ecoldgica reportada de
monos aulladoresen el PPSC es de aproximadamente un individuo por hectarea (Zunino
y col., 2007).

La ategorizacion de los grupos respecto al paisaje se realizé teniendo en cuenta su

cercania al casco urbano de SC e Ki.se encuentran inmersos o lindan con el casco

ubano, se | o0os incluyd en | a categoria “Rurur!l
alrededores se | os incluyo en | a categoria *
incluyo en | a categoria “Remoto”.
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2.2.2- Identificacion y localizacion de los gupos demonos.

En la IB y el PPSC se llevan a cabo investigaciones de largo plazo en ecologia y
comportamiento de primates no humanos desde la década del 80 (Zunino y Rumiz, 1986
Zunino y Kowalewskj 2008; Kowalewski y col.2019), lo que nospermitio la localizacién

e identificacion de los grupos de aulladores y su area de accion aproximada. Rosaraya
son primates sociales de habitos arboreos que durante la noche se agrupan de forma
cohesiva en los arboles dormiderosDentro dd area de @ada grupolocalizamoséarboles
que por su forma y tamafigodrian serseleccicnados por los monos para dormir Segun
algunos estudios, esta selecciépstd asociada aeducir el riesgo dedepredacion ya
aumentar los beneficios de la vida social al facilitar el agrupamiento nocturno
(Kowalewski y Zunino, 2005; Brividoro y col., 2019)De los posibles arboles dormideros
para cada grupo seleccionamos uno, el cuale el punto de coordenadas geografico para
la ubicadén espacial de cada grupo de monos estudiad8.estos artoles los llamaremos

de aqui en mas “arbol dormidero” (AD)

2.2.3- Colectade muestras para el diagndstico de tripanosomatidos en los

monos.

La obtencién de las muestrasequirié la captura yposterior liberacion de los animales.

Las actividades de campo y tareas de logistica necesarias las realizamos en el marco del

pr oy eActtvidad tlel virus de la fiebre amarilla y otros arbovirus de importancia

sanitaria en primates no humanos, roedoresynos qui t os en el norest e
cual se planteéen paraleloa este proyecto, encolaboracion con un grupo de trabajo del

Instituto NacionaldeEnf er medades Virales Hum@meaderd Dr . J
cuenta la complejidad de la logistica que estos procedimientos implican, tanto de recursos
humanos como econdmicos, ademas del posible impacto que dichas actividades pueden
causaren la poblacién de monos aulladores estudiada, procuramos sumiecursos Yy
capacidades trabajando ademas en colaboracion con otros grupos de investigacion
interesados en muestras biolégicas con procedimientae colectade complejidad similar.

De esta manera, se busc@provechar el material biolégicoy disminuir el impacto en la

poblacion de aulladores porcapturas sucesivas.
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- Captura de los animales

El sitio basepara el procesamiento dda colecta de muestrasle cada dia de muestrese

instalo de acuerdocon la localizacién de los gruposle aulladores teniendo en cuenta la
cercania de los grupos objetivo para ese momentdJna vez terminado el muestreo de
es0s grupos se procedi6 a instalar una nueva base de trabajo en otro puasmciado a
otros grupos, y asi sucesivamente avanzando con la captude los distintos grupos

(Figura 2.6).

Para todo el procedimiento de captura y toma de muestras se cont6 con el apoyo continuo
de al menos dos veterinarios. Los animales se capturaron e inmovilizaron con dardos
anestésicos (tipo P Pnewlart de 1 cc) mediante eluso de un rifle de aire comprimido
(Figura 2.7). La via de administracion de la anestesia fue la intramuscular, con dardos
anestésicos en primera instancia, y luego con jeringas en los casos que fue necesario
suministrar una dosis extra. Las drogas anest&as utilizadas fueron clorhidrato de
xilazina (Xilacina 20®, Richmond Vet Pharma, Buenos Aires, Argentina) (20 mg/ml 3-
3,5mg/kg), combinado con midazolam (Midazolam®, Richmond Vet Pharma) (5 mg/mi
0,5mg/kg), y ketamina (5,5-18mg/kg) (Ketonal 100®, Richmond Vet Pharma) (100
mg/ml), a la minima dosis apropiada para esta especie y segun el peso de cada animal en
particular (Kreeger y col., 2023. Dado que, al momento de la administracion de la
anestesia con los dardos, no contamos cohdato del peso exacto del animal, se utilizé la
dosis minima apropiada para la especie y el peso aproximado segun el grupo etario al que
correspondia el animal a capturar (juvenil, subadulto o adulto), y en los casos que fue
necesario se aplicé posteriorrente una dosis extra durante los procedimientos de toma

de muestras biologicas.

En el Anexo 2 se encuentran adjuntas las planillas de datos utilizadas durante la captura
de los animales: ficha de contencién quimica, medidas morfométricas, y ficha de

identificacion del individuo.
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Figura 2.6 Base de procesamiento para la colecta de muestras bioldgicas de los monos aulladd@ks.

Caminata en la IB hasta el sitio donde se armara la base de procesamigraia ese dia de muestreo

a la islaaccediamos comna pequefia embarcacionB) Base de procesamientde undiaen el PPSC,
donde teniamos la posibilidad de acceder con vehicutolos sitios

Los individuos fueron clasificados en categorias de sexo (macho o hempy edad (adulto,
subadulto,juvenil, oinfante) de acuerdo con la clasificacion propuesta por Rumiz (1990)
con modificaciones realizadas por Kowalewski (2007) a partir de caracteristicas
morfolégicas y comportamentalesl) infantes (0 a 1 afio)?2) juveniles (cuando comienza
a disminuir el cuidado maternal, del a 3 afios en las hembras y de 1 a 4 afas les
machog; 3) subadultos (desde los 3 hasta-% afios en las hembras y desdes 4 hasta los
5 en los machos)4) adultos (hembras a partir del primer parto, alrededor de los 46 afios,

y losmachos a partir de los 5 afios de edad).

Al momento de la captura seriorizé a los animales adultos y subadultos, y en ultima
instancia a pveniles avanzados.Asimismo, se tuvo en cuenta que las hembras no

estuvieran prefiadas, y que tanto hembras como mag$ no estén transportando una cria.

Los animales fueron capturados aproxnadamente entre las 10:00 y 12:00 hs y entre las
14:00 y 16:00 hs. En esta franja horaria los monos aulladores estan mas activos, se
encuentran a alturas relativamente bajas en el dosel, y la temperatura ambiental es mas
calida. Al recibir el impacto del dardo los animales se encuentran en el dosel del arbok, p

lo que se procurd estar preparados para amortiguar su caida con redes confeccionadas
para este fin evitando golpe® lesiones durante la caidéFigura 2.7). Asimismo, teniendo

en cuenta las bajas temperaturas invernales, y que un anintajo anestesia gperimenta

una disminucién en latemperatura corporal, pudiendo desencadenar otros efectos
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fisiologicos adversos Kreeger ycol., 2023 Fowler, 2008, se mantuvo dosanimalescon
calor, utilizando mantas y bolsas de agua calientgy ambientando el espa®@ con una

fogata controlada en el area de procesamient{&igura 2.7).

A cada animal se lo peso, se le realiz6 una marca mediante el uso de caravpags su
reconocimiento en caso de senecesaria su recaptura, y sexamind su estado de salud
general, monitoreando su estado constantemente hasta el momento de su liberacion
(Figura 2.7).

En | os alrededores de SC y en el PPSC (ambi e
las capturas se llevaron a cabo durante el mes de julio de 2010, y en IB (a@mnibé

remoto”) e I C (ambiente “rururbano”) | a cap
2010.
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Figura2.7- A) Dardos anestésicosipo P Pneudart de 1 cc; B) disparo y descarga de los dardos
anestésicos mediante aliso de rifle de aire comprimido;C) utilizacion de redes para amortiguar la
caida de los animales luego de ser anestesiagd®3 monitoreo de un individuo bajo el efecto de la

anestesiautilizando bolsas de agua caliente y abrigo&) mantencion de temperatura y recuperacion
de la anestes; F) individuo liberado en su lugar de captura, post recuperacion de la anestesia

- Colecta de muestras biologicagara el diagnostico de tripanosomas

A cada animal se le tomaron tres tipos de muestras: 1) Muestra de sangre: se le extrajo
aproximadamente 1,5ml de sangre de la vena femoral que fue conservada en EDTA 0,5M
(1:1) conservada en frio en campo, y luego en freezer -20°C hasta su posterior
diagndstico por técnicas de biologia moleculag) una muestra de xenodiagnéstico, cuyo

procedimiento describiré mas adelantey 3) se extrajo una pieza de aproximadamente 2
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mm por 2 mm de tejido del borde del pabellon auricular externo para el diagnostico de

leishmaniags (que describiremos en el Capitulo 3).

Para otros estudios de investigacid en colaboracién se extrajeron las siguientes
muestras: suero; ectoparasitos; pelos para estudios genéticos; registro fotogréfico de cara

y dentadura; e hisopado de mucosa genital.

Al finalizar con la toma de muestras, losnimales fueron mantenidos en un lugar
adecuado hasta su recuperaciéon de la anestesia, luego fueron liberados en la base del
arbol en el que fueron capturadosmonitoreando su capacidad para moverse en los
arboles el tiempo necesario con el apoyo constante del @pa veterinario. Los
procedimientos utilizados para la captura y liberacion de los animales han sido utilizados
con éxito anteriormente en otras investigaciones(Schmidt y col, 2007; Kowalewski,
2007; Oklander, 2007) Por otro lado, nuestros protocolos decaptura fueron aprobados

por el Comité de Evaluacién Etica de Investigaciones Biomédicas del Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas ,ycDmplierodaoh el o |
Cadigo de buenas préacticas para la primatologia de camfinternational Primatological
Society, y con laspautas para el tratamiento ético de los primates (protocolo del Comité

Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorid®dACUCprotocolo nro. 09267).
2.2.4- Xenodiagnostico

Esta metodologiarequiere al menos de 20 minutos en los que el animal debe permanecer
quieto y con temperatura adecuada, por lo quen muchos casos fue necesario aumentar
levemente la dosis de anestesiaurante el procedimiento para poder llevarlo a caboEn
cada animal & utilizaron 2 pequefias cajas cilindricas de madetapadas con tela voile y
una bandita elasticacon 8 ninfas deTriatoma infestansde tercer yo cuarto estadioen su
interior (Figura 2.8). Los insectos fueron provistos por el insectario de la Coordinai
Nacional de Control de Vectores de Santa Maria de Punilla, Cordoba. Los mismos estaban
libres de infeccion porT. cruziu otros tripanosomatidos, y mantenidos sin alimentacion
durante las 3 semanas previas a su utilizaciourante el trabajo decampo las cajas
conteniendo las ninfas fueron trasladadas en cajas conservadoras mantenidas a una
temperatura aproximada de 25°CA cada animal se le aplaron dos cajas con triatominos

en su abdomendurante 20 minutos, de manera que los insectos puedatimentarse lo

suficiente (Cerisola y col, 1974; Schenone, 1999) Las cajas con los triatominos
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alimentados fueron mantenidas en laboratorio atemperatura ambiente estable
aproximadamente entre 24-26°C, cuidando que no ocurran cambios abruptos en las

condiciones de temperatura y humedad

La primera parte deldiagndsticode infeccion se llevo a caben el area de entomologia del
Instituto de Medicina Regional de I&JNNE Las observaciones se realizaron a los 30, y 60

diaspost-exposicion, manteniendo dos insectos en ayuno prolongado.

La muestra para cada individuo fue obtenidgor expresién abdominal,agrupando el
contenido rectal de 4 vinchucasalimentadas de cada cajita de diagndstico. Las cuatro
alicuotas se colocaron emna gota de solucién fisiabgica, yse procedié al examen el

preparado al microscopio Optico con una ampliacion de 400x.

Figura 2.8. Imagenes del procedimiento del diagndstico de tripanosomas por el método del
xenodiagnostico. A) Exposicion de los triatominos a alimentarse de una mona aduitacaraya B)
Cajas cilindricas de madera tapadas con tela voile y una bandita eléat con 8 ninfas de tercer o
cuarto estadio en su interior listas para ser utilizada<C) Interior de caja de madera conteniendo las
ninfas deTriatoma infestansuna semana después de la colecta de muestrB3 Ninfas deT. infestans
alimentadas pertenecéentes a una misma caja en el momento previo a ser evaluadasPreparado de
pool de heces en una gota de solucidn fisiolégipara ser observado al microscopio éptico
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Por otro lado, ©n el objetivo de evaluala calidad del método en los monos aulladosgse
evaluo la alimentacion y sobrevida de los triatominos, para lo cuak contabilizaron el
namero de ninfas vivas por caja y se clasificaron segun su estado nutricional cualitativo
segun Ceballoy col.(2005). Estas observaciones se realizaron a la semana de colectada
la muestra, a los 30, y a los 60 dias post exposicion. Ademas, se tuvieron en cuenta las
variables: peso del mono y temperatura diaria media, para evaluar una posible asociacion

con la caldad del método.

2.2.5 Caracterizacion molecular de la infeccion pofripanosomasp.en las
muestras de sangre

Las muestras de sangre conservadas en solucion de EDTA 0,5M, fueron procesadas
extrayendo el ADN yaplicando protocolos de PCR especificos pard. cruzi Los
fragmentos de ADN compatibles cofi. cruzi fueron secuenciados y analizados para la

confirmacion de los resultados.

- Extraccion de ADNLa extracciondeADd e real i z6 a partir de 200
+ EDTA)con columnas de extraccion comercialedHigh Pure PCR Template Preparation

Kit, RocheDiagnostic Corp., Indiana, UgAsiguiendo las instrucciones sugeridas por el
fabricante. Previo a la extracciona cada muestra se le adhiri6 200 pg de plasmido
linearizado p-ZErO,para ser utilizado comoun control interno de amplificacién (IAC), el

mismo contiene una secuencia dérabidopsis thaliana,una acuaporina especifica del

polen que no tiene semejanza con ninguna proteina de mamiferos, insectos o
tripanosomatidos (Sotoy col, 2008; Duffy y col, 2009). Este plasmido es amplificado en

una reacci 6n de gPCR (" qu aandaiTaqdan®, desdrrollada “ r e a |
en el laboratorio del INGEBI (Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y
Biologia Molecular), sitio donde llevamos a cabo estos analisis (Dugfgol., 2009; Duffy y

col.,, 2013).

- Reacciones de amplificacion por PCRse utilizaron distintos procedimientos de
amplificacion para la deteccidén especifica d€. cruzique se presentan en la Tabla 2.2.
Después de algunos resultados, y dado que estos protocolos no habian sido utilizados con
muestras de primates no humanos, se definié el siguiente algoritmo de aplicacion de los
mismos sobre las muestras (Figura 2): en primer lugar, se utilizé la PCR convencional

dirigida a amplificar la region variable de 330 pares de bases (pb) del genoma de los
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minicirculos del kinetoplasto (ADN-kK) de T. cruzi utilizando los oligonucledtidos

i niciadoy e$12221¢( ¥lssldndiciores d&)ciclado seguBurgosy col.

(2007). Esta reaccion se aplico por duplicado a cada muestraasL muestras que
presentaron fragmentos de ADM de tamafo compatible conTl. cruzi (330 pb), se las

analizo a continuacioncon la gPCR de ADiSat (Téla 2.2), utilizando un equipo de PCR

en tiempo real RotorGene 6000(Corbett Life Science, QIAGEN). Esta reaccion esta
dirigida a amplificar un fragmento de 166 pb de secuencias satélite especificasideruzi

utili zando | os i“ncircuizaid o2r’e, s y“®lraurzsi marbdidh tpha q Ma n
5 FAM (6carboxyfluorescein) y 3_MGBMinor groove binde}, siguiendo las condiciones

de ciclado reportadas por Schijmaty col.(2011). Esta reaccion se aplicé por duplicado a

cada muestra ylas muestraspositivas a la qPCR ADi$at se analizarora continuacion

por PCR convencional con | os mismos iniciado
obtenidos fueron secuenciadogFigura 29). En paralelo las muestras fueron analizadas

por una PCR convenciual dirigida al dominio D7 del gen de ADN ribosomal (ADRib)

24Sa de t r i p aln cual opmesenta dima@fismo en la secuencia entre
tripanosomatidos, incluso entre los linajes dd'. cruzi por lo que es utilizado como blanco

para la deteccion diferemial entre tripanosomatidos (Souto y col, 1999). Esta reaccion
utiliza | os ol i gonu aplicandoslasdandicioe®dexitladysedgurd7 6 7
Schijmany col. (2006) (Tabla 2.2). En principio este protocolo estaba destinado a la
caracterizacion molecular diferencial de tripanosomatidos en las muestras positivas a la

PCR ADMK, sin embargo, los resultados obtenidos luego de aplicar este procedimiento
redireccionaron los objetivos, y se continué aplicando a todas las muestras para la
deteccion deT. minasensgeuna especie de tripanosoma que nesperabamoshallar (ver

en seccion de resultados) (Figura 9).

La reaccion para el control interno (ADNAC) ha sido utilzada en su protocolo simplale
gPCR (Duffyy col.2009), y en su protocolo multiplex, en el que se cuantifica tanto el ADN

del IAC como el dd. cruzien una misma reacciéon (Duffy col.2013).
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Figura 29: Algoritmo utilizado para el diagnéstico y caracterizacion d&ripanosomasp.

Cada reaccion de PCR incluyé una reaccion de amplificacion sin ADN como control
negativo, y una reaccién de amplificacién con el ADN total de una cepa de referencid de
cruzi (T. cruziVI CL:-Brener), y/o de una cepa deT. rangeliproveniente de Brasil (Cuba
Cuba comunicacion personalGurgetGongalvesy col, 2012), como controles positivos.

Los fragmentos amplificados por ensayos de PCR convencional fueron analizados p
electroforesis en geles de agarosa 2% con BrEt, a partir de una alicuota de 10 pl del
producto de reaccion. Se utilizé6 un marcador de peso molecular (1 Kb), y los fragmentos

de ADN se visualizaron en un transiluminador de emisiéon UV.

51



‘sewosouedu) ap Je|nosjow ugindalap B| eed sopeziiin ¥Od ap S0j02010.d SO| 3p USWNSaYZ'Z BlgeL

g9ON-O4N-L99VVYOLLOLIDIDIVOOV-OIA bl OvI

€T0Z "l00 AAyng 18T ovI 1VYVYVLVYLODOVVYVYIOVVYIODIDILD AY JvI(Uepbel epuos)  oulsiul [01U0D JVI-NaV
‘6002 ‘100 A Ayng V19DVIOVIVVODLYILDIIVY M4 IV| BAreluend opiwse|d
9T0Z '109 A Zaulue o€ asuaseulw’ |
00z ‘100 Asobing  obz jobues | 11112220911912121199 9,d I oo |
002 109 A vewlps - 06z IA-AciZIIe "L OV19DI99119911D1VOVID s/a o > R N
‘666T |00 A0INOS 0.2 1znio "1
£10Z '109 A Ang g9W-Od4N-YVOOVYOVODLOVOVOVO-Wed  E1ZN0 uy015uanu0) A
[T0Z 100 Auewliyos  ggT 1Znio "L VLIVODIOVIOVVYIILIDLLIYY  glznid Uebel epuos)  auigles NAY es-Nav
2002 102 A uoiid VOOLLLIDDLVYOLOO9DLISY  Tizruo EAFEINUEND
0T0Z '|09 A 018109 (08E-0EE Igbuel "] VIVIVVIOLIDD11999911VDILDD zer
olse|dolauny
‘100z '102 A sobing [euoiouaAu0) M-Nav
9P SONJJJDIUIN
200z "100 Auewhyos  0cE 1IZNIYD L VIO LVOVO(D/1)DDDIVIDLVYVLIVYVYY 12T
(.e-.G) erouanoas aIquwoN
LEIRIIEIETE)| (qd) oduouab d0d 9p odiL odue|q NaV 0]|020301d
‘ uooldwy  o/A apads3 sopnoajonuobijO ’

52



- Analisis por secuenciacion: Los fragmentos de ADN obtenidos de las reacciones AJaN

y ADNRIib fueron analizados por analisis de secmeiacion, segun lasinstrucciones del
sitio de procesamiento El analisis de las secuencias de ADN satélite obtenidas permitio la
caracterizacionde las UDTs dd. cruzi pudiendodistinguir entre las UDTs |, IIl, IV y el
grupo II, V y VI, entre los cuales no es posible difarciar con este marcadomolecular.
Para esto bs productos de PCR a analizar fueron purificadagtilizando las columnas
comerciales delQIA quick PCR Purification KifQIAGEN) siguiendo las indicaciones del
fabricante para la purificacion. En los casos en los que se obtuvieron fragmentos
inespecificos, los fragmentos de interés fueron separados cortando el gel bajo
visualizacion con luz UV, y cada fragmento inmerso exgarosa fuepurificado utilizando

las columnas comerciales deRIA quick Gel Extraction Kit(QIAGEN) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

La secuenciacion se realizo en forma bidireccional sobre ambas hebras de ADN, utilizando
cada oligonucledtido ebador de la reaccion de PCR en cuestion. Se utilizé el servicio de
secuenciacion brindado por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA,

Hurlingham, Buenos Aires).

Los electroferogramas de las secuencias obtenidas se analizaron utilizandgedgrama
CodonCodeAligner © versiéon 8.0.2 y el programa BioEdit Sequence Alignment Editer
version 7.2.6(Hall, 1999). Para el alineamiento de las secuencias se utiliz el algoritmo
ClustalwW (Thompsony col, 1994) del programa MEGA 10.0.5 (Kumar y ca2Q18) y del
programa BioEdit. Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias
disponibles en la base de dato&enBankut i | i zando el analisis

del sitio http://www.ncbi.nlm.nih.go v.

2.2.6- Insectos vectores delrypanosomaen arboles dormideros deAlouatta
caraya

Con el objetivo deevaluar la presencia de triatominos silvestres asociados a los monos
aulladores, se realizaronmuestreos utilizando trampas con cebo vivotipo Noireau
(Noireau y col. 1999, Noireau y col.2002), y también mediante la diseccion de nidos de

aves deshabitados.
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- Muestreo contrampas adhesivascon cebo vivo:

Las trampastipo Noireauson trampasadhesivas con cebo vivque fueronmodificandose
para que su uso fuera exitosen la captura de triatominos en elambiente silvestre
(Noireauy col, 1999). Este sistema de captura ha sido puesto a prueba exitosamente en
varios tipos de ecosistemas@haco,Caatinga, Cuencdel Amazonas y bosques humedos
subtropicales) y en distintos tipos demicro-habitats (huecos de arboles, copas de
palmeras, entre rocas y rajaduras en riscogNoireauy col, 1999;2000; 2002; Ceballos y
col., 2009;Ceballos2010). La efectividad de estas trampas evitana meticulosa diseccion

del habitat para la captura de triatominos lo cual a veces es muy dificultogpdestructivo.

La trampa consistiéde un pequefio frasco de plastico d®&00 cm3 con una tapa a roscaon
una abertura cubierta con una malla de alambre galvanizado de cuddula de 1 mm
(malla mosquitera) que permite el intercambio gaseoso con el exterior, el borde de la tapa
se cubrio parcialmentecon una cinta adhesiva doble fade 5 cm de espesofDancan®,
Argentina) (Figura 2.10). La superficie del frascae lij6 suavemente para que su superficie
sea rugosa Yy los triatominos puedan trepar por ella hasta la cinta adhesiva donde
gquedarian pegados.En la base del frasco seealizé un pequefio orificio para drenaje en
ca de entrada de agua poluvia. En el interior se colocéun ratén de laboratorio como
fuente de atractantes (olores, CO2 y calor) junto con una pequefia cantidad de viruta de
mader a c¢ o nyecomidagaens@nstd deun pellet de alimento balanceado y utrozo

de manzana como fuente de agua y azucares. Cuando la trarfiacolocada en forma
colgante como ocurreen huecos profundos) se le agreégun hilo que sirve para sostenerla

a la altura adecuadgFigura 2.10). Se cont6 con dos grupos de ratonele maneraque
podiamosalternarlos para que no estén dos noches seguidas las trampas Los ratones
fueron provistos por el bioteriodell nst i t ut o Naci onal deatalBar asi t
Chaberi , y al final i z aestinadbs alnsargesatior GEBSAN (Centram n
Productor de Suero Antiofidco) ubicado en ese momento en la ciudad de Corrientes, para

la alimentacién de serpientes.
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Figura 2.10.Trampas adhesivas con cebo vivo. A) Frascos acondicionados para le estadia de los
ratones, conviruta de madera, pellet de alimento balanceado y porcion de fruta. B) Montaje de la
cinta doble faz e hilo en el borde superior del frasco. CJaslado de trampas para ser colocadas y
activadas en los micrositios preiamente seleccionadosD) Jaulas conteedoras de los grupos de

ratones utilizados como cebo vivo. E) Trampa activa en el hueco de un arbolTEmpa completa al
retirarla a la mafiana sigiente de una noche de muestreo.

Antes de comenzar con el muestrepusimos a punto las trampashaciendouna prueba
piloto y realizando algunos ajustes: probamosel pegamento de la cinta adhesiva
exponiéndolo a vinchucas de laboratorio, ycolocamos doblemalla mosquitera para que
los ratones no se escapea no sean removidogor otros animales

Los muestreosse llevaron a cabo durante el mes de marzo de 2B]Icolocanddastrampas
en los AD seleccionadode losdistintos grupos de monos estudiadogcomo se mencioné
en la seccién 2.2.2)abarcando las tres categorias ambientalegdefinidas: “remoto ” ,
“rural ” “ryrurbano ” Las trampas fueron colocadas en un area aproximada de 1008,m
guedando el ADubicado aproximadamente en el centro de dicha superficienEesa area
seclasificaron y eligieronlos distintos microhabitats (ecotopos) para ubicar las trampas,
teniendo encuenta que el espaciae instalacionfuera suficientemente ancho y profundo
para poder introducirla, y que tuviera condicionesapropiadas (ambientales y de cobijo)

como para ser refugio dealgun animal, potencial alimento para los triatominos. En
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general fueronhuecos en arbolewivos o muertos refugio de algun animal (cueva) en la
base de los arboles) entre acumulaciones de ramas (Figura.11).

Las trampas secolocarondurante una noche en cadAD, se instalaronaproximadamente
entre las 17 y las 19hs y fueron retiradasa primera hora del dia siguiente En todo
momento procuramos mantener ados ratones en las mejores condiciones posibl¢Bigura
2.10). Durante la colocacion de las trampas se utilizé una planilla de registro de datos

ambientales que se encuentra adjunta en el Anexo 3.

Figura 2.11.Ejemplos de nicrohabitats hallados en los distintos sitios. A) Trampa colgada en el hueco
de un arbol procurando que el frasco toque las paredes. B) Trampa apoyada en hueco de arbol
muerto. C) Trampa en hueco en base de un arbol, que podria servir de refugio de algin animal. D)
Trampa sostenida por una rama entre las grietas de un ficus. E) Trampa en hueco en base de un
arbol. F) Trampa en un hueco de un &rbol en altura. En todos los casos se tuvo en cuenta que alguna

seccion del frasco toque las paredes del microhabitat, de maneta facilitar el acceso de los insectos.

- Capturas por diseccion de nidos de aves:

La seleccion de nidos de aves para su diseccion estuvo sujeta a su localiza@ércana a

algin AD), a queel nido se encuentre deshabitad@n el momento de su colectay a la

posibilidad de acceso a los mismogacceso conescalera) Cada nido colectado fue

colocado en una bolsa o tela contenedora para ser trasladado al lugar donde &aer

disectado (Figura 2.12). Cada nido fue exhaustivamente examinadogsl triatominos
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capturados fueron conservados en recipientes acondicionados con papel plegado en su
interior y fueron llevados al laboratorio para su identificacion y procesamientoLos
insectos colectados s identificaron por especie y estadio siguiendo las claves dent y
Wygodzinsky (1979), y ueron examinados para infeccion por tripanosomas observando

su contenido rectal al microscopio 6pticaMO) con una ampliacion de 400x

Figura2.12 —Colecta de nidos de aves deshabitados. A) Nido colgante caracteristicades de la
familia Furnariidae. B) Colecta de nido colgante. C) Diseccion del nido examinando la presencia de
triatominos.

2.2.7- Andlisis de datos

A partir de los procedimientos de diagndstico por PCRse estimé la prevalencia de
infecciéon con intervalos de confianza del 95 % (IC) para cada protocolo. A partir de estas
estimacionesse analizo la asociadin entre las prevalencias de infecciow las variables de
sexo, grupo etario y grado de antropizacion del ambiente medianta prueba de
independencia deChi Cuadrado X2), asumiendo como significativo urp-valor menor a
0,05.

Los datos fueron analizados utilizando los programas Quantitative Pasitology (QP3.0)
(Rozsay col, 2000) e InsfoStat 2014 (Di Rienzo y col., 2014).
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2.3- Resultados

2.3.1- Captura de los monos aulladores.

Se capturaron un total de 109 animales durante los meses de julio y agosto|d2010.
Durante ocho dias corridoen SCy en el PPS@el 12 al 20 de julio de 2010, con un dia de
lluvia en el medio); y durante siete diagorridos enIC e IB(del 9 al 15 de agosto)En IC

se capturaron 2 animales pertenecientes a un grupo de monos, en IB 49 monos &e 1
grupos, en SC 19 animales de 6 grupgsen el PPSC 39 monos aulladores pertenecientes
a 10 grupos de monosEn el mapa de la Figura 2.13 se puede observar la ubicacion de los
grupos que fueron muestreados ¥n la Tabla 2.3 los datode los animalesde cada grupo
muestreado.

Se capturaron significativamente mas machos que hembraX?(,os; 1) = 4,85, p-valor =
0,028), ymas animalesdelgr up o et a rX4os 1< 20FLptvalar £ 0,0001), como

se esperaba dada la preferencia planeada al momerde la captura En la Figura 2.14 se
muestran los valores del peso de los individuos capturados segun el sexo y el grupo etario.
Durante los dias de captura en San Cayetano y EBCo, la temperatura minima media fue de
4,5°C, |l a temperatura media 8,7 °C, vy |a
dias de trabajo erla Isla Brasilera y lalsla del Cerrito la temperatura minimamedia fue

de 6,1°C, |l a temperatura media 12,4°C, vy
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Figura 213—A) Ubicacion de los sitios de estudig de los grupos de monos muestreadoB)
Ubicacién espaciatie los gruposen la Isla Brasilera (IBJambiente remoto (puntos verdes)e Isla del
Cerrito (IC)/rururbano (puntos violetas). C) Ubicacidn espacial de los AD de los grupos estudiados en
San Cayetano (S@ururbano (puntos violetas)y en el Parque Provincial San Cayetano (PP8@al

(puntos naranjas).
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Figura 2.14. Gréfico de barras donde se observa el peso promedio de los animales capturados,
representados por sexo y grupo etario. Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Nro. i Nro. de individuos por
Fecha de Grupo Sitio individuos Razon de sexos categoria de edad
muestreo muestreados (macho/hembra) _ _
adulto  subadulto juvenil

15/8/2010 Sechep IC 2 1 2 0 0
9/8/2010 Huerta isla B 5 4 1 3 1
10/8/2010 Enfermitos B 2 1 1 1 0
10/8/2010 Orejones 1B 2 1 2 0 0
10/8/2010 Gringos B 3 2 1 1 1
11/8/2010 Xeneises B 7 6 5 0 2
11/8/2010 Gritones B 2 2 0 0 2
11/8/2010 Marley 1B 2 2 1 0 1
12/8/2010 gise";‘)racho IB 5 2 1 4 0
12/8/2010 Maminos 1B 3 0,5 2 0 1
13/8/2010 Escuela 1B 6 2 5 1 0
13/8/2010 Banara Grande IB 3 0,5 3 0 0
13/8/2010 X7 1B 3 0,5 3 0 0
14/8/2010 10 Mangos B 2 1 2 0 0
14/8/2010 Punta Norte B 2 1 2 0 0
14/8/2010 Samboén 1B 2 1 1 0 1
12/7/2010 Inchi Norte SC 5 15 3 2 0
12/7/2010 Gomez SC 3 2 2 1 0
16/7/2010 Musculoso SC 4 3 2 1 1
16/7/2010 Otero SC 2 2 0 0
17/7/2010 Bety SC 3 0,5 3 0 0
20/7/2010 Médico SC 2 2 1 1 0
13/7/2010 Corral Viejo PPSC 3 0 1 2
13/7/2010 Hembra Negra PPSC 5 0,67 1 4 0
14/7/2010 Tacuaral PPSC 2 1 2 0 0
14/7/2010 Alicia PPSC 4 3 1 0 3
15/7/2010 Quitilina PPSC 7 2,5 2 2 3
15/7/2010 Azula PPSC 5 15 3 1 1
17/7/2010 Chupali PPSC 2 2 1 1 0
19/7/2010 Zacarias PPSC 2 1 2 0 0
19/7/2010 Media Luna 1 PPSC 2 2 1 0 1
20/7/2010 Huerta PPSC 7 0,4 1 4 2

Tabla 2.3. Datosle losgrupos de Alouatta carayamuestreadosen los distintos sitios de estudio.
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2.3.2- Caracterizacion molecular de la infeccion pofrypanosomaen
Alouatta caraya

En la Tabla 24 se muestran los resultadospara los distintos protocolos dePCRen cada
sitio estudiado, yen la Fgura 2.15la distribucién espacialde los gruposy la clasificacion
de cada grupo dependiendo de lagsultados obtenidos dos protocolos de PCR aplicados

(algoritmo de diagnésticoen Figura2.9).

Nro. grupos +/

Ambiente z Nro. monos +/ Nro.  Prevalencia (%)

Protocolo PCR Nro. grupos monos examinados [IC 95%)]
examinados

Rururbano_IC

ADN-k 1/1 1/2 -

ADNRIb 1/1 2/2 -

ADN-Sat 0/1 0/1 -

Remoto_IB

ADN-k 14/15 19/49 38,8[27 - 55,8]

ADN-Rib 15/15 48/49 98 [89,1-99,95]

ADN-Sat 3/14 3/19 6,1[1,3-16,9]*

Rururbano_SC

ADN-k 5/6 9/19 47,4 [24,4-71,1]

ADN-Rib 6/6 18/19 94,7 [74-99,9]

ADN-Sat 1/5 1/9 5,3[0,1-26]*

Rural_PPSC

ADN-k 7/10 19/39 48,7 [32,4- 65,2]

ADN-Rib 10/10 37/39 94.9 [82,7-99,4]

ADN-Sat 3/7 4/19 10,3[2,9-24,2]*

Total

ADN-k 27/32 48/ 109 44 [35,6 - 54,3]

ADN-Rib 32/32 105/109 96,3 [90,9- 99]

ADN-Sat 7127 8/51 7,3[2,4-12,2]*

* Estimacion sobre eltotal de monos evaluados.

Tabla 24. Prevalencias de infeccién obtenidaa partir de muestras de sangre, colos procedimientos

de diagnéstico ADNK, ADNRib y ADNSat PCRen los cuatro ambientes estudiados. Las prevalencias
son expresadas como porcentajes, con un intervafle confianzadel 95%.
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Figura 215. Resultados del diagndstico para los grupos de monos (con al menos un individuo con
resultado positivo): solola PCR ADMRIb positiva(circulo celestd; resultado de ADNRib y ADNk
positivas (circulosazules); resultado deADN-Rib, ADNk y ADNSat positives (circulosrojos).

El44% de las muestragsie sangreresultaron positivas a laPCRde ADNK, confragmentos
de ADN similaes al esperado paral. cruzi(330 pb) con productos entre 300 y 340 pb
aproximadamente (Figura 2.16). Se puede observar quealgunasde las muestrasen las
que luegose confirmo6 la infeccionpor T. cruzicon la PCR de ADISat, presentaron
pequefias variaciones en el tamafio de los productos de AlNFigura 2.16 A 'y B). Por
otro lado, en la Figura 216 B, dondealgunos de los productogueron expuestos a mayor

tiempo de corrida durante la electroforesis, se puede observar quealgunas muestras
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correspondientes al mismositio de estudio presentaronfragmentos de ADNde igual
tamafo (como enel caso de M9, M27 y M5%ue pertenecen a la catgoria“ r u). a l
Asimismo, estos resultados también podrian deberse a infecciones causadas for

rangeli, como a infecciones mixtas entre ambos parasitos.

Al analizar la asociacion entre la prevalencia de animales positivos a ARl el grado de
antropizacion del ambiente no hallamos relacion entre ambas variable¥%= 0,62, gl= 2,
p-valor= 0,7325).

(M15) M20 _M24 (M40) Ma8 (M61) M66_(M81) M85 M35 (v51)(M52) M53 M109 TR _ClBr M

o ~

Figura 2.16. A) Gelde agarosa (2%) erel que se olservanlos productos obtenidosde la PCR ADM
con los oligonucledtidos iniciadores 121 y 122B) Gel de agarosa (2%) queorresponde al resultado
de exponer los fragmentos de ADIK a una electrofoesis de mayor tiempo de corridaEl tamafio de
los fragmentos es indicado a la derecha desligurasy debajoy arriba delos fragmentos de los
controles dereferencia. La linea punteada amarilla sefiala el tamafio del fragmento para la cepa de
referencia deT. cruzi Loscirculos naranjassefialan lasmuestras en las quduegose confirmdé la
presencia deT. cruzipor la gPCR ADMSat y analisisde secuenciasLos cédigos de iéntificacion de
las muestras estarindicados en la parte superior de la figuraEntre ambos geles se muestra el
resultado de 23 muestras positivasCepas de referencia utilizadas como controles: TR, TR1 y TR2:
rangeli, k98:T. cruzil, CIBr: T. cruziVI (Cl Brener). M: marcador de peso molecular de ADN 1 kb.

Siguiendo con el algoritmo de diagnésticdas muestras positivas a la PCR de ABN
fueron analizadas por el protocolo de ADMNat. @ho muestras (3 de animales del

ambi ent e remoto”, 4 del ambi ent e dé laswd a l

positivas a ADNk resultaron positivas al analisis por PCR cuantitativeon sondas TagMan
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ADN-Sat lo que confirmd la infeccién porT. cruzien esos indviduos (Tabla 2.5). En la

Figura 2.16 se pueden observar los fragmentos obtenidos de Afklypara estas 8 muestras
positivas a ADNSat (macadas con un circulo naranjal.a prueba exacta de Fisher
presentd un p-valor= 0,7131, indicando que no habria asociacion entre el numero de

muestras positivas ar.cruziy el grado de antropizacion del ambiente.

Logramos analizar las secuencias de 5 de las 8 muestras positivgslos resultados
confirmaron la presencia deT. cruzien todas ellas (Tabla 2.5)En las 3 muestras que no
pudimos secuenciar no fue posible amplificar suficiente cantidad de ADN para ser

purificado y secuenciado.

La caracterizacion molecular de las secuencias se obtuvo mediante el alineamiento con
las secuacias homologas de cepas de referencia representativas de las diferentéi3Ts
de T. cruzi(Figura 2.17). Las secuencias que obtuvimosstan disponibles en la base de
datos de GenBank bajo los nimeros de acceskT369011 a KT369015.Como se puede
ver en laTabla 25, cuatro de las muestras analizadas presentan 99 o 100% de idefatd
con las secencias reportadas para las UDTdel grupo Il, V y VI para este marcador
molecular; estas UDT®stanasociadascon elciclo de transmision doméstio de T. cruzi
En cambio la quinta secuencia {ndividuo de la IB) (M81), presenté mayor identidad con
la UDT |, la cualse relacionacon el ciclo de transmision silvestrey con Didelphissp. como
el principal hospedador mamifero(Diosquey col, 2003; Yeoy col, 2005;Enriquez y col,
2013).
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Nombre Especie Nro. de
ID Ambiente del arupo Sexo-edad Ct (% de ubDT acceso en
grup identidad) GenBank
M9 Rural Corral Viejo ( subadulto 34,2 - -
Hembra )
M15 Rural g adulta 33,16 T. cruzi (99%) I, V,VI KT369011
Negra
M40 Rururbano  Otero d adulto 34,82 T. cruzi (99%) I, V,VI KT369012
M51 Rural Huerta d adulto 37,86 - -
M52 Rural Huerta a subadulta 37,2 T. cruzi (99%) I, V, VI KT369015
M61 Remoto Huerta lsla  d juvenil 36,47 T. cruzi (100%) I, V,VI KT369013
M73 Remoto Xeneizes a adulta 33,84 - -
M81 Remoto Marley d adulto 30,74 T.cruzi (99%) | KT369014
Control + T. cruziCl Brener (20fg/ul) 20.66
Control + T. cruziCl Brener (400fg/ul) 10.62

Tabla2.5- Resultados déanalisis deqPCR ADNSat y de lecaracterizacionmolecular por

secuenciaciénValores de C{ciclo umbral) obtenidos de la PCR en tiempo real y porcentajes de

identidad obtenidos del andlisis de comparaciénon las secuencias disponibles eneBBank
utilizando el analisispor* BLAST"”
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Delos 109 individuos el 96 3% resultaron positivos a la PCR ADNRIib, y bs fragmentos

de ADNribosomal obtenidos por este procedimiento (le aproximadamente 230 pb)

fueron, a simple vista, todos idénticos en las corridas electroforéticas (Figural8.A). Los

fragmentos pertenecientes a9 muestras elegidas al azat 5 d e | ambiente “ru
ambi ent e fueroeanalizados por secuenciacigyresultando todasconun 99,5%

de identidad nucleotidica con la secuencia correspondiente al gen homodlogo de
minasensepublicado por Satoy col. (2008) (Nro. de acceso erGenBank AB362411)

(Figura 2.18B). Las secuencias obtenidage las nueve muestrasesultaron entre 99% y

100% idénticas entre siy publicadas en GenBank con el numero de acce$0t369016.

Los resultados confirman la presencia deT. minasense® de una especie cercanamente
relacionada aT. minasensen las nueve muestrasnalizadaspor secuenciacionComo ya
mencionamosjos fragmentos de ADN ribosomabbtenidos presentaron el mismo tamafio

en todas las muestras positivagl05 muestras) (Figura 218 A), con lo quepodriamos

extrapolar el resultado de infeccion porT. minasenseobtenido en las 9 muestras
analizadas por secuenciacioral resto de las muestras positivasa la PCR ADMRIb,

resultando en una prevalencia deB7,96% e n e | ambi en®487%“enelmot o” ,

“rur al94,4% ey elathbiente* r ubawnro ” .

Cabe destacar ge de las 9 muestragn las que se analizéa secuencia del ADN ribosomal
confirmando la presencia deT. minasensg6 fueron negativas la PCR ADNy 3 positivas.
Estos resultados nos sugieren qué&. minasens@o puedeser amplificado por losprimers
utilizados en [aPCR ADMN, y que la PCR ADRIb en presencia dél. minasens@&o pudo

detectar los tripanosomatidosamplificados por el protocolo de ADN-K.

No fue posible obtener ADN proveniente de alguna cepa de referencia leminasense

para se utilizado como control positivo enestaPCR.
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Figura 2.18 A) Gel de agarosa (2%jlonde se observan los fragmentos de ADN de algunas muestras
(indicadas por su cddigo de identificacién) obtenidos por la PCR ABRIb. Con circulo naranja se
indica en cuales de estas muestrase confirmd el resultado por analisis dsecuencia TCI:T. cruzil,
TCII:T. cruzill, TR:T. rangeli M: marcador de peso molecular de ADN 1 kb. El tamafio de los
fragmentos es indicado a la izgerda de la figura y debajo de los fragmentos de los controles
positivos. B) Alineamientode las secuencias de ADN ribosomal obtenidas de las nueve muestras de
tejido auricular de mono aullador(Nro. de acceso en GenBank: KT36901&pn la region equivalene
de la cepade referenciapublicada por Satoy col.2008 (Nro. de acceso en GenBank: AB362411).
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A partir del algoritmo (Figura 2.5) utilizado para el diagndésticq definimos 5 resultados
posibles:

a) Muestrasque dieron positivas a los tres protocolos de PCHESste grupo representa
a los individuos en los que se confirmé la presencia de cruzipor PCR de ADN
Sat,y ademastuvieron resultado positivo paraT. minasensegor el protocolo de
ADN-RIb, indicando queestos individuos mantienenuna infeccion mixta entre
estos dos parasitos (8 individuos presentaron este resultado, 7,34% de las
muestras).

b) Muestras que fueron positivas das PCRs d&DN-k y ADN-Rib. En estos casqso
pudimos caracterizar y confirmar qué especie deTrypanosomadio resultado
positivo al protocolo deADN-k. Sin embargo, de acuerdo con los antecedentes y la
evaluacion de nuestros resultados, podemos sugerir que se debe a la infeccion por
T. cruzino detectado por la PCR de ADNat(menos sensible que la de ADNK), o a
la infeccion porT. rangelique para este protocolo de PCR puede generar productos
entre 300 y 450 pb derivados de minicirculos de ADNk de 4 regionesrservadas
(Vallejo y col., 1999;Botero y col, 2010). Por lo tanto, podemos sugerir que son
animales con infeccion mixta cawmla por T. minasense/ T. cruzi T. rangeli (40
individuos presentaron este resultadg 36,26 de las muestras)

c) Muestras positivas da PCR déADN-Rib, y negativas a ADN y ADNSat En estas
muestras solose detectdla presencia deT. minasens€57 individuos, 52,3% de las
muestras).

d) Muestras que solo fueron posivas d protocolo de ADN-k. En estos animales se
detect6 un tripanosomatido quepodria ser T. cruzio T. rangelicomo describimos
en el punto B(1 individuo, 0,91% de las muestras)

e) Muestras que fueron negativas a los tres protocolos de PCRindividuos, 2,75%
de las muestras)

En la Figura 2.9 podemos ver la proporcion de individuos que resulté con uno u otro

resultado en cada ambiente estudiado.
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Figura 2.19. Resultadosde diagnoéstico porambiente: proporcion de individuos en los que se detectaron
los siguientes resultados de infeccion:)andividuos con infeccién mixta deT. cruziy T. minasensgh)
individuos con infeccion mixta deT. minasensg T. cruzio T. rangeli ¢) individuos con infeccion deT.

minasensed) individuos con infeccidn deT. cruzio T. rangeli y € individuos condiagnéstico negativa

2.3.3- Xenodiagnostico

Esta técnica diagnoéstica fue aplicada a 107 animales de los 109 capturados (utilizando un
total de 213 cajas de xenodiagndstico, en un animal se utilizé una Unica cajaque tenia
bajo peso).Todas las muestras fueron negativaa los 30 primera lectura) y 60 dias

(segunda lectura) post exposicion de los triatominos.

Se realizé una evaluacién descriptiva de la calidad de implementaciéon del método
teniendo en cuentala sobrevida y laalimentacion de los triatominos en las cajas de

xenodiagnésticq contabilizando el nimero de ninfas vivas por caja glasificandolaspor
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su estado nutricional cualitativo segun Ceballog col. (2005) (Figura 2.20). Algunos de
estos datos se relacionaron aolas variables: peso deinonoy temperatura diaria media,
para evaluar una posible asociacion de estas variables con la calidad de la implementacion

del xenodiagndstico.

Ninfas 4°
estadio

Forma del corte

transversal del v

abdomen

Ninfas 5°
estadio

Tipo 1 Tipo 4

Figura 2.20. Clasificacion respecto al estado nutricional cualitativo de los triatominos de cuarto y
quinto estadio segun Ceballog col.(2005): Tipo 1) ayunados; Tipo 2) escasa reserva sanguinea;

Tipo 3) buena reserva sanguinea; Tipo 4) gran reserva sanguinea

En la mayoria de las cajas (177 de 213), a la semana de haber sido expuestos a alimentarse
sobre el mongqla sobrevida de los triatominos fue satisfactoria@obreviviendo entre 7 y9
triatominos por caja(en 6 cajas hubo por error 9 triatominos) En18 cajas, pertenecientes

a 12 individuos, no sobrevividé ningun triatomino (Figura 2.21 A) Esto se debi6 a que
durante el 4to diade muestreo (15/7) lascajas fueronacondicionadas para contrarrestar

la baja temperatura de esos dias, con el objetivle mgorar la alimentacién de los
triatominos, resultando accidentalmente en una temperatura excesivasobre algunas
cajas

Al realizar un analisis de correlacion d&pearman entre la temperatura diaria media y la
proporcion de ninfas vivas a la semana de habserdo expuestas, sin tener en cuenta las

cajas que fueron utilizadas el dia 15/7, no se hallé una relacién lineal entre ambas
variables (§ = 0,15, p = 0,1383)Figura 2.21 B)

Paracategorizar el estado nutricional de los triatominos, se utilizé la clasificacion segun

Ceballosy col. (2005) (Figura 2.20). Para evaluar si la alimentacion de las vinchucas
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depende linealmente de la temperatura diaria, se realizdé un analisis de regresion lineal
simple relacionando la proporcion de ninfas alimentadas (uniendo las categorias Tipo 2,
3y 4) con la temperatura diaria media. Si bien se observa una tendencia positiva entre
ambas variables, la relacion lineal no fue significativa fas = 12, R = 0,2, p-valor =
0,1505).

Otra variable aalizada fue el peso de los monosAl analizar la relacién entre la
proporcién de triatominos vivos (a la semana de haber sido expuestos) y el peso del
animal expuestg no se encontré una relacion lineal significativag = 0,08, p-valor =
0,4540). Y alnalizarla proporcién de ninfas alimentadas corl peso del animal tampoco
se obtuvo una relacion lineal significativa, y el coeficiente de correlacion fue negativ® (
=-0,13,p-valor=0,2177). En ambos analisis no sevieron en cuenta los datos de las cajas
utilizadas el dia 15/7.

Cabe destacar quéa mayor parte delos individuos capturados eldto dia de muestreo(7
animales, de los grupos Quitilina y Azula) no pudieron ser analizados por
xenodiagndéstico,dado que en 18 cajas murieron el total de los tratominos que contenian
(Figura 2.21); 14 de estas cajas se habian utilizado en esos 7 animales, y las 4 cajas
restantes pertenecen a animales en los que se perdieron los tratominos de una de las cajas
del par utilizado para el diagnéstico. Dichos 7 animales de Quitilina y Azula resultaron
negativos al diagndstico molecular de la muestra de sangre. Uno de los animales de los
que quedd una sola caja viable es M15 de Hembra Negrague resulté positivo paraT.

cruzi con el diagnostico de sangre por PCR.
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Figura 2.21 Gréficos ilustrando los datos de sobrevida de los triatominos utilizados para aplicar la
técnica del xenodiagndstico. ADistribucién del nUmero de cajas con diferente grado de sobrevida de
triatominos a la semana de haber sido aplicado el métodB) Sobrevida de los triatominos por caja

asociada al registro diario de temperaturas media, minima y maxima, para cada dia desstreo.

2.3.4- Insectos vectores ddrypanosomasp. en arboles dormideros de
Alouatta caraya

- Trampas con cebo vivo:

Entre los tres ambientes estudiados se colocaron un total de 150 trampas, con un esfuerzo

de muestreo promedio de 8,95 trampas por diaEn IB (ambi ent e )“fuemmot o~
muestreados 6 sitios dormideros de los 15en los que fueron muestreados monos
aulladores; enPPSC4 mb i e nt & se‘muestreadn 8 sitiosde 10; y enSC ambiente

“rur ur B aitoeode 6. En laFigura 211 de la seccidon anteriorse muestran los
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distintos ecotopos que fueron elevados en cadambiente estudiadq yen la Tabla 2.6

cuantas trampas se colocaron en cada michabitat o ecotopo.

El total delas trampas resultaron negativas parda presencia de triatominosEn algunas

de las trampas se capturaron insectoslel orden Opiliones, yde las familias Ixodidae

(garrapatas duras),Argasidae (garrapatas blandas), ysychoddae (flebétomos)(Figura

2.22).

Ambiente Ecotopo N trampas
cueva 9
Remoto entre ramas 1
hueco &rbol 32
hueco tronco 13
Total 55
cueva 1
hueco &rbol 27
Rural hueco tronco 19
palmera 7
planta epifita 2
Total 56
cueva 5
Rururbano hueco &rbol 25
hueco tronco 7
planta epifita 2
Total 39

Tabla 26. Numero de trampascon cebo vivocolocadas en los distintos ecotoposeleccionados en
cada ambiente estudiado.
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Figura 2.22. Otros insectos capturados con las trampas de cebo vi¥).Trampas colectadas luego de

una noche de exposicidndonde se pueden observar en una de ellas los insectos aielen Opiliones

atrapadosen la trampa B) Flebétomo atrapado en el pegamenie la cinta bifaz. C) Garrapatas de la

familia Argasidae D) Garrapata de la familia Ixodidae. E) Opiliones atrapados en el pegamento de la
trampa.

- Capturaspor diseccion de nidos de aves:

Se realiz6 la diseccion de tres nidos de aveserl a mb i e ry deetres'nidas deaaves

13

de la familia Furnariidaeene | a mbi ent e remoto”. En todos | ¢
en cercania a alguno de los grupos de aulladores muestread&igura 2.23). En los seis
nidos disectados registramos lgpresencia de triatominosde la especiePsammolestes

coreodegFigura 2.24). Se colectaron un promedio de 12,17 + 4,07 triatominos por nido.

Se colectaron 41 triatominos en SCy 32 en IB, en la Tabla 2.7 se muestran los grupos de
aulladores que se encontrban cercanos a cada nido colectado. Los insectos fueron
analizados observando sus heces al microscopio 6ptico y en un individuo colectado en el
ambiente “rural?” (perteneciente al Nido 1)
morfologia compatible conT. cruzi Cabe destacar que el Nido 1 estaba ubicado en el area

de acci o6n del grupo “ Huer tgupoen el gue sechallgronu p o d e

dos monos con resultado confirmado por PCR ABS&t paraT. cruzi(Tabla 2.5).
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Las muestras de heces des triatominos, incluida la muestra positiva, no pudieron ser
analizadas mediante PCR debido a un incidente en el laboratorio. Por un error, las
muestras fueron descongeladas inadvertidamente, lo que provocoé su deterioro y las hizo
inutilizables. Nuevos nuestreos y estudios de los triatominos de la zona podrian facilitar

nuevo material para su diagnastico.

f/ll
Chaco SoIC
I (
S~ B /’I
<
° o ° I
. L J
s . 1B
%
[ ]
@ s s
- Rio Parana
0 0,5 1 km
I E—
B
Corrientes Pl
/ “PPSC o
4 ‘ o
——— I ® - o ®
“"I“ L] ©
0®
\\\ EBCo
\\ N
~ . ) ® \
S S S
B o ' N ’SC ° \ g
. N
0 1 Z_Lr;
| E—

Figura 2.23.Ubicacién de los nidos de avesolectadospara la busqueda de triatominos (rombos
verdes) respecto de laubicaciénde los grupos de monosnuestreados(circulos azules, rojos y
celestesya mostrados enFigura 2.15 A) Ubicacidnespacialde losnidos colectados en elambiente
“remot o” (| B:B)Ubisati@n edpaciatie iod nelos @dlectadon el ambiente
“mrmrwr bé&cB8an Cayetano) y e(RPSERarque miovineiat $ap Cayetano). a | ”
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Figura 2.24. Especimenes de@sammolestes coreodaslultos colectados de nidos de avesfe la familia

Furnariidae.
Nro. de
Grupo de N
) ) ) Nro. de positivos
ID nido  monos més Ambiente  Especie ) ) )
triatominos  (observacion
cercano
al MO)
N1 Huerta Rural Ps. coreodes 12 1
N2 Cochelo Cue Rural Ps. coreodes 13 0
N3 Hembra Negra Rural Ps. coreodes 16 0
N4 10 Mangos Remoto Ps. coreodes 11 0
N5 10 Mangos Remoto Ps. coreodes 5 0
N6 Escuela Remoto Ps. coreodes 16 0

Tabla 27. Informacidn de los riatominos capturados en los nidos de aves disectadsggun el

ambiente y el grupo de monos cercano
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2.4- Discusion y conclusiones

2.4.1- Infeccion porT. cruzien A. caraya

A partir de los muestreos y diagndsticos realizadogonfirmamos que los monos
aulladores que habitan en las areas de estudio se encuentran infectados fpocruziy por

T. minasenseY con los muestreos para triatominosdetectamos la presencia dePs.
coreodeshabitando los mismos ambientes qué\. caraya y la presencia de flagelados de
morfologia compatible conT. cruzien sus hecesLosresultados obtenidos nos permiten
registrar y dar conocimiento sobre lapresencia deT. cruzien el ambiente natural
circundante a la poblacbtn humana, lo que abre nuevas preguntas y alertas respecto a la

vigilancia de la transmision deT. cruziactual en estos sitiosdel noreste argentina

El namer o de monos capturados e nquekrdosotrdd ( ambi
sitios estudiados.Como hemos mencionado ldensidad ecolégica de monos en la islas
mayor en la isla que en el PPS&owalewski y Zunino, 2004; Zunino y col, 2007), por lo

que era esperable que la captura sea mas exitosa en IB que en PPSC y los otros sitios.
Respecto al sexo de los individuos capturados, fue mayor la proporcion m@chos quede
hembras,y esto se debiden gran partea que las hembras adultas y tambiémas sub-
adultas, en muchos casos se encuentran transportando crias, o prefladas, estado en el cual
se procurd no capturarlas Por otro lado, s muestras fueron obtenidas mayormente de
individuos adultos, que es el grupo etario preferente al momento ddegir los individuos

a sercapturados estopodria generar un sesgo en los resultados geevalenciadado que

en principio podriamos suponer que los individuos adultos tendrian mas probabilidad de
estar infectados que los juveniles o infantes Sin embargo este sesgo podria ser
compensado dado qudos adultos podrian mantener infecciones crénicas como sucede

en monosdel géneroMacacay la familiaCelidae (Samudio y col., 1999Espinola Carvalho

y col., 2003; De Lana, 2017kn las que es madificil la detecciénde parasitos circulantes

en sangre

El diagndstico mokcular de las muestras de sangreonfirmo la presencia deT. cruziy de
T. minasense estos resultados confirman los registros previos de infeccion por
tripanosomas, basados en técnicas morfologicas y serologicas,A. carayaen la misma

region de estudio (Travi y col. 1982;Santa Cruz y co/2000).
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Los protocolos que nos permitieron legar ala confirmaciéon del diagnosico fueron los
dirigidos al ADN satélite y al ADN ribosomalcon posterior analisis por secuenciacion de
los productos amplificados. El protocolo dirigido a amplificar el ADN del kinetoplasto
revelo resultados positivos con pequefias variaciones en el tamafio de los fragmentos de
ADN obtenidos en casi la mitad de las muestras colectaddsas variaciones en el tamafio
de los productos de esta PCR fueranejor registradas al exponemalos fragmentosde ADN
a mayor tiempo deelectroforesis. Esto también nos permitié observague, para algunos
casos fragmentos obtenidos de animales dein mismo ambiente presentaron un patron
similar, generando fragmentos muy similares en su tamafideniendo en cuenta que al
menosen alguna de estas muestrase confirmo la infeccion porT. cruzi al ser positivas a
ADN-Sat y/o al analisis de secuencia, estas observacioness detalladasde los productos
de ADNk nos permite sugerir que varias muestras positivas aste protocoloy negaivas

al protocolo de ADNSat podrian serpositivas paraT. cruzi yque no fueron detectadas
por el método de ADN-Sat menos sensiblerespecto d de ADN-k (Vallejo y col, 1998). La
falta de capacidad de deteccion de la PCR de ABAat pudo estar dada por la baja carga
parasitaria, como lo indican los valores de Ct obtenidos, y grarticular si se trata de
infecciones causadas pofl. cruzil o T. cruzilV, para las que este protocolosegun los
antecedentes, es menos sensib{®uffy y col, 2009; Schijmary col, 2011; Ramirezy col,
2015).

Asimismo, momo se ha visto en trabajos anteriores, los oligonucleétidodirigidos a
amplificar ADN-k deT. cruzitambién hibridan conel ADNk de T. rangeliy puederesultar
en un conjunto de productos de PCEbn tamafosde entre 300 y 450 pb (derivados de los
minicirculos con cuatro regionesconservadasde T. rangel), y eventualmente de760 pb
(derivados de los minicirculos con dos regiones conservadasomo se observa en la cepa
control que nosotros utilizamog (Vallejo, 1998; Vallejoy col,, 1999; Vargasy cd., 2000;
Ramirezy cd., 2002;Vallejoy cd.,2002; Boteroy cd.,2010). Entonces, si bien @ nuestros
resultados se observan productos de PCR de Afidton tamarfio similar al esperado para
T. cruzi(330 pb), en algun casdos fragmentospodrian ser resultado de la amplificaciéon
de T. rangeli No podemos descartar la posibilidad de infeccién cruzada entre ambos
parasitos, segun los antecedentes, en infecciones cbrrangelique no son recientes, y en
presencia de ambos parasitos, ocurre una amplificacion preferencial del ABdNeT. cruzi

y no es posible visualizar la presencia d&. rangeliy si la infeccion deT. rangelies reciente
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no es posible detectar &. cruzi(Vallejo y col, 1999;Vargas y col.2000), por lo que este
protocolo de PCR no seria capaz de detectar infecciones mixtas enw#stos dos
tripanosomas (Vargas y c0).2000). Estas muestras podrian seguiestudiandose, por
medio de secuenciacion de genes candidatos y analisis in silico de las secuencias, y asi

poder caracterizar las especies presentegconfirmar los resultadosobtenidos.

Lareaccion de PCR dirigida ADN-Rib se aplico en principio para diferenciartanto entre

las distintas cepas dd. cruzicomo entreT. cruziy T. rangeli(Schijmany cd., 2006). Sin
embargo, al aplicar este procedimiento de PCR se visualizO una banda de
aproximadamente 240 pb encasi el total de las muestras, que al seanalizadas por
secuenciacion nueve de estas muestragesultaron en un 99,5% de identidad conT.
minasense un tripanosoma que ya ha sido registrado en muestras de primates no
humanos en otros paises de América latin&€hagas, 1908; Dung col, 1963; Hoare, 1972;
Deaney col, 1974; De Resendg col, 1994; Ziccardiy col, 2000; Chinchillay col, 2005;
Satoy col, 2008; Tenorioy col, 2014) y es su primer registro en animales en vida libre en

Argentina.

Los resultados muestran queen la reaccion de ADMRIb los oligonucleétidosiniciadores
s6lo se han apareado con el ADNe T. minasensesin detectar la presen@ de otro
tripanosomatido, si detectado por los otros protocolosLo que sugiere quelT. minasense
se podria encontrar en mayor concentracion en circulacién que otro tripanosoma en los
monos y compite positivamente en la amplificacién del ADN blanco en este protocolo de
PCR.

Por otro lado, la deteccion dd. minasensg la similitud en el tamafio del fagmento con

el esperado pararl. rangeli al utilizar este protocolo de PCRyone en evidencida falta de
especificidad de los oligonucle6tidos iniciadores sobre la deteccidn de las espegiesa

las que haga ahora eran utilizados:T. cruzi T. rangeli y Leishmaniasp. (Schijmany col,
2006; Cura, 2014; Martinez y col., 2016). Por lo que, posterior a estos hallazgos se
procedié al disefio de sondas de hibridacién especificas (Cug®14), que no llegaron a
ser utilizadas en este trabajo. Sin embargo, al margen de que la especificidad se encuentre
garantizada por la hibridacién con las respectivas sondas, la utilizacién de cebadores que
potencialmente hibridan con los genomas de nunmesas especies de tripanosomatidos
podria, eventualmente, afectar la sensibilidad y eficiencia del ensayo ante la presencia de
infecciones mixtas deT. cruzio T. rangelicon otras especies (por ejemplo, cobeishmania
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sp. en muestras clinicas, coBlastoaithidia sp. en muestras procedentes de vectores, 0

conT. minasensen primates no humanos) (Cura2014).

Respecto a los resultados del xenodiagndstiompmo ya mencionamoga carga parasitaria
en los sujetos en ls que sedetectd ADN deT. cruziera baja; posiblemente la técnica del
xenodiagndstico no haya tenido la suficiente sensibilidad para la deteccién de estos
individuos positivos, como asi tampoco de los monos que resultaron positivos a la PCR
ADNk. En otros trabajos realizados en animales silvests donde aplicaron esta técnica
diagndstica también se registrabaja sensibilidad en el xenodiagnostico respecto a las
técnicas de biologia molecular:Orozco (2012) registra un 6% de prevalencia por
xenodiagndstico respecto a 17,3% detectado por PCR;Cghallos (2010) registra una
prevalencia de infeccién de 0,9% (5 de 585 animaleppr xenodiagnostica Asimismo, no

se puede descartar qualgunos delos resultados positivos que obtuvimos con la PCR
ADNK pudieran ser falsos positivoscomo consecuencia déa contaminacion en algun
paso deé andlisis o que los fragmentos de ADN obtenidosorrespondieran a la

amplificacion de otro tripanosomatido.

Por otro lado, la técnica del xenodiagnéstico permite evaluar la capacidad idéectividad

del vector, lo que estairectamente relacionado con la&zompetenciadel hospedadorcomo
reservorio. En este sentido, los resultados obtenidos sugieren que las poblaciones de
monos aulladores estudiadas no serian reservorios efectivos para la transmisién vectorial

deT. cruzi

Mediante algunos analisis hemo®valuadola calidad con la que fue aplicado ehétodo,
teniendo en cuentael grado de alimentacion de los triatominos en relacion comel
acondicionamiento de los triatomiros,la temperatura ambiente y el peso de los monas
ya que e de esperar quecuanto mas se alimenten los triatominos, mayor serd la
probabilidad de deteccion del parasito & registr6 una tendencia positiva entre la
temperatura y la cantidad de vinchucas que salimentaron, pero no significativa,
entoncesla temperatura ambiente no seria un factogue haya afectadda alimentacion
de los triatominos. Sin embargodebemostener en cuenta que las vinchucas fuergn
dentro de las posibilidadescuidadosamente acondicionadas durantéoda su estadiaen
los sitios de trabajo y duranteel trabajo en campo siendo mantenidas en conservadoras
para mantener una temgratura adecuada hasta el momento de ser expuestas al abdomen
del animal anestesiadoy luego de la exposicionTambiéen observamos que la sobrevida
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de los riatominos fue satisfactoria, yno se registré una asociacion significativa entre la
sobrevida y la temperatura diaria.El peso de los monos tampoco resulté ser una variable

que influya en la alimentacion o la sobrevida de los triatominos.

En conclusion, sostenemos la idea de una baja carga parasitaria circulante en sangre,
dificilmente detectada por el métalo del xenodiagndstico, quesi pudo ser detectada por

las PCRs dirigidas al kinetoplastg a la region de secuencias satélites del ADN @. cruzi

2.4.2- Transmision deTrypanosoma cruzy la relacion con varables

biologicas y ambientales

La prevalencia de animales positivos para ADIK no estuvo asociada a la edad de los
animales.Losindividuos juveniles, que se estima tienen entre 1 ¥ afios de edad (Rumiz
1990, Kowalewski 2007), se encontraron infectados por T. cruzi en proporciones
similares a los otros grupos etariosestos individuos pudieron contraer la infeccion por
via congénita (transmisién vertical), sirembargo,no hay antecelentes queconfirmen que
la transmisién vertical existe en esta especie de primates. En un estudio @na especie
de primates, tamarinos de la especid¢.eontopithecus rosaliase sugiere que la transmisiéon
vertical es improbableen dicha especidLisboay col., 2000;2015). Otra hipétesis es la
transmision oral por consumo de hojas o frutos contaminados, lo que implida la
presencia de triatominos vectores en las areas donde habitan los monbs.cual es posible
dados nuestros hallazgos d@s. coreodesn los nidos de furanidos y los antecedentes de
T. sérdidaen palmeras de la region (Damborsky col, 2001;Bary col,2010). De la misma

manera parala hipétesis detransmision vectorial.

La prevdencia de positivos a ADN no estuvoasociadasignificativamente a ninguno de
los ambientes estudiados en particular (remoto, rural o rururband. Sin embargo.en las
UDTsde T. cruzihalladas encontramos alguna diferencia. Se logré la tipificacion de 5
muestras, en la IB se caracteriz0 una secuenciarapatible conT. cruzi |, y otra muestra
fue compatible corel grupo de ladUDTsll, Vy VI.Tambiénse caracterizéuna muestra del

ambiente rdwrsu rdled n @ ’'m b peseltanndeen fos tnes casbs’compatibles

conel grupo delas UDTdl, V yVI.

El registro deT. cruzil,soloe n e | a mb i e estcansistenteecoroldatiatio en la

bibliografia, donde asocian a esta UDT con el ciclo de transmision silvestie T. cruzi
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(Bernabey col, 2000;Diosquey col, 2003;Yeoy col, 2005; Ceballosy col, 2006;Cardinal

y col, 2008; Ceballos 2010; Alvarado-Oteguiy col, 2012; Orozcoy col, 2013; Cécerey
col, 2015). La infeccién porT. cruzil en monos aulladores, también sustenta la teoria de
transmision arbérea para esta UDT (Yew col.,, 2005; Cardinal y col, 2008; Llewellyn y
col., 2009). Asimismo, lasUDTs Il, V y Vke hanregistrado en labibliografia asociada a
ambos ciclos de transmision (Noireawy col, 2009), pero principalmente al ciclo de
transmision doméstico de T. cruzi(Yeoy col, 2005). Nuestros resultados son compatibles
con estas asociacioney el hallazgo en la Isla Brasilera de estas UDT, bien alli los
monos no cehabitan con animales u hogares domésticosu cercaniaa chacras donde
viven personas y animaleslomésticoshace que no podamosonsiderar estrictamente a

la Isla como un ambiente alejado y sin interaccion con el ambiente antrépico.

Por otro lado, existen registros de las UDTE. cruziV yT. cruziVI en pacientes humanos
cronicos provenientes de lgrovincia de Corrientes (San Roque y Goya) y en Chaco (varias
localidades, algunas cercanas a la region de estudio), lo cuél coincide con las UDTs

halladas en los monos aulladores.

Para obtener conclusbnes mas definidasrespecto a las UDTsirculantes y sus diferencias
entre los ambientes estidiados es necesario acceder anayor cantidad de muestras

caracterizadas por andlisis de secuencias.

2.4.3- Infeccion por Trypanosoma minasense

Nuestros resultados muestran la presencia d&. minasenseen la mayor parte de las

muestras de sangre deé\. carayaestudiadas, detectamos fragmentos de ADN ribosomal

que presentaron identidad nucleotidica con la cepa de referencia dE minasense

registrada por primera vez por Satoy cd. (2008). El grado de idetidad que obtuvimos

con la cepa de referencia fue similar al obtenido entre secuencias disponibles de ADN
ribosomal 24S de dos cepas dE. rangeli( “ San Agustin® np.dée &@%08"” : 9
en GenBank.: U73612% KJ742907, respectivamente), y fue mayoque la identidad

obtenida entre cepas dd. cruzide unami s ma UDT (por ejemplo, | as
Cruz” [ TC 1 :ycd 6999)%hro. fleSacceso: 22334, respectivamente] y las
cepas “TC | 1 H:”92.780] [NrdS” de [adc€so: GQ303145, y M28885,

respectivamente]). Por lo tanto, definimos nuestros resultados como infeccién pdr.
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minasenseen las 9 muestras secuenciadas y extrapolamos el resultadot@dos los
animalesen los que la PCRDN-Rib resultd positiva conamplicones de peso molecular
idénticos a los fragmentosde ADNsecuenciados, obteniendo una prevalencia de infeccion
del 96,3%.

El protocolo de PCR de ADN del kinetoplasto no detecto la presencialdeninasensgsin
embargo, la falta de AN de referencia deT. minasensao nos permitié contar con el
control positivo para esta especiePor otro lado, la PCR dirigida al ADN ribosomal revelo
fragmentos de ADN dd. minasensg no los especificos d&. cruzi(Schijmany col, 2006),
posiblemente porque la mayor carga d&. minasensen los individuos con infeccién mixta
favorece la deteccion de este tripanosoma y no de cruzi Este protocolo estadirigido a
amplificar el domi ni o D7 del g emmatidaseel cadd N
presenta dimorfismo en la secuencia entre tripanosomatidoy,es originalmente utilizado
para la deteccion diferencial de tripanosomatidos y de 1ddDTs deT. cruzi(Souto y col,
1999; Schijman y col. 2006). Por lo tanto, suponemos queal cantidad de ADN deT.
minasensepresente en las muestras predomind respecto a la de otros tripanosomas,

detectandose solamente dich parasito por este protocolo.

Cerca de la mitad de las muestras presento infeccién mixta paraminasensg T. cruzi T.

rangeli, y en la otra mitad detectamos solo la infeccion pdr. minasense

Trypanosoma minasenska sido registrado en primates del génerdlouatta, como enA.
palliata en vida libre por medio de técnicas morfoldgicas en Costa Rica (Chinchiflaol.,
2005), y enA. carayaen cautiverio en Brasilpor diagnéstico molecular (Tendio y col,
2014). Este estudio esel primero en diagnosticar especificamente la presencia dE.
minasenseo de una especie cercanamente relacionada con este tripanosomaiecarga

de vida libre, y en detectaesta especieen Argentina.

Tripomastigotes deT. minasenséueron originalmente descritos por Chagas (1908) en la
sangre deCallithrix penicillata (mono titi de pincel negro) del sudeste de BrasilEsta
especie detripanosoma se encuentraampliamente distribuida en primates platirrinos ,
como A. palliata, Saimiri sciureus Saguinus midasy Callithrix penicillata (Chagas 1908;
Dunny col, 1963;Sousa y Dawson 1976; Ziccardiy Lourenco de Oliveirg 1997; Ziccardi
y col, 2000; Chinchilla y col, 2005; Satoy col, 2008). Su via de transmisién es
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desconocida Dado que lanayoriade los primates en los que se ha registrada infeccion
por este parasito son primariamente arboreos, Dunny col. (1963) sugirid6 que sus

vectores probablemente seainsectos arboreos garcialmente arbéreos.

La prevalencia de infeccion poif. minasenséallada en nuestro estudio (96%) essegun
nuestros conocimientos, mas alta que la registrada en la bibliografigpara monos
platirrinos . Tendrio y cd. (2014) hallaron un 90% de similitud conla secuencia homologa
de la cepa de referencia dd. minasens@ublicada por Satoy col.(2008) en un A. caraya
en cautiverio, y losreportes en otros estudios fueron resultado déécnicas de diagnéstico
como frotis de sangre, hemoualtivos y/o xenodiagndstico, sin caracterizacion genética de
los parasitos(De Resendey col, 1994; Ziccardi yLourenco de Oliveira, 1997; Ziccardy
col., 2000). Nuestro estudio reveléun valor de prevalenciasimilar al obtenido por Satoy
col. (2008), donde detectaronT. minasensg@or PCRen el 93% de un grupo deS.midas
capturados en el ambiente silvestrePosiblemente bs valores altos de prevalenciase
debena la mayor sensibilidad de los métodos moleculares de diagnéstiatlizados, pero
también podrian deberse a la presencia de un parasito ya establecido en las poblaciones
en vida libre de primates platirrinos, coincidiendo con lo que manifiestédoare (1972) que
consider6 a las especies pertenecientes al subgénero Megatrypanum filogenéticamente
como los representantes mas primitivos del génerdrypanosomade mamiferos.

Nuestro actual conocimiento acerca de las vias de transmision @ieminasensglos efectos
de la infeccion emmonos, y como este u otro tripanosoma naoondtico interactia conT.
cruzi en una infeccidn mixta, es muy escaso. Los resultados de nuestro estudio aloen
preguntassobre estos puntos especificos y en general sobeebiologia deT. minasensen
poblacionesde primates platirrinos en vida libre, y también en cautiverio, porejemplo,
en acciones demanejo exsitu de individuos como soporte en estrategias de rescate,
reintroduccion y refuerzo poblacional en casos de acciones para conservacion de una

especie

2.4.4- Insectos vectores d€T. cruzi en arboles dormideros deA. caraya

Hallamos especimenes de la especi®s. coreode®n nidos de aves aparentemente
deshabitados @ el momento de ser colectados, o se capturd ningun triatomino con &s

trampas adhesivas con cebo vivo tipbloireau.
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Las trampas con cebo vivo fueron puestaa prueba exitosamente en varios tipos de
ecosistemas y en distintos tipos de habitats (Noireay col, 1999; 2000;2002; Ceballcs,
2010), teniendo en cuenta estos antecedentes cabe destacar que las trampas que
producimos y utilizamos fueron puestas a prueba en condiciones de laboratoryacampa
Pudimos probar la efectividad del pegamento de la cinta con vinchucas adultas de
bioterio, yen campocomprobamos su efectividad al capturar con la mismatras especies

de artropodos comoopiliones, garrapatasy fleb6tomos.

Por otro lado, segun los antecedentesd éxito en las capturas con las trampas de cebo vivo
depende del estado nutricional de la poblacién de los triatomino$ys insectos con falta
de alimento son capturados commasfacilidad (Noireau y Dujardin, 2001; Noireau y col,
2002). Por lo tanto, podiamos suponer que las trampas estaban funcionando
correctamente y que efectivamente no habia presencia de triatominos en los sitios en
donde las activamos o que los triatominos presentes estuvieran en buen estado

nutricional y no se acercaran a la trampa

Las palmeras, las cuevas de armadillos y darigiieyas los huecos de arbolesy los nidos

de avesmantienen condiciones adecuadas para que muchas especies de triatominos
residan y se reproduzcan, yhan sido registradoscomo ecotopos especificoen lugares
cercanos a nustros sitios de estudio (Bar yWisnivesky-Colli, 2001; Damborskyy cd.,
2001; Bary cd. 2010). Aunque las asociaciones entre vectores y ecotopos pueden variar,
algunas especiepresentan una relacion mas cercana con un tipo de habitatomolos
triatominos del género Psammolesteqjue se asocian a nidos de aves de la familia
Furnariidae (Carcavallo y col. 1998; Bar y col, 1999b), mientras otros se asocian a un
gran rango de ecotopos terrestres y arboreosgaunty Miles, 2000;Noireauy cd., 2009).
Nosotros hemos observado variadas cavidades y nidos de aves en los arboles dormideros
de los monos aulladores, que podrian ser habitados por triatominos silvestrdsn varias
ocasioneshemos avistado pequefias cuevas de mamiferos en las basés los arboles
dormideros. Sin embargo, solo hemos detectado la presencia de triatomines nidos de
aves de furnaridosdeshabitados, los cualese encontraban en arboles ubicados dentro

del &rea de uso de los grupos de aulladorestudiados

En todos Is nidos hallamos especimenes des. coreodeyg algunos de ellos presentaban
rastros que nos indicaban que habian estado habitados recientemenp®r aves y/o
pequefios mamiferosEl géneroPsammolestepertenece a la subfamilia Triatominae la
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cual sediferencia de las otras sbfamilias de Reduviidae por ser hematoéfagas, lo que las
ubica enla definicidbn de potenciales vectores deT. cruzi (Hwang y col, 2012; Cruz
Guzmany col, 2014). En las heces de un triatominocolectado detectamosprotozoos
flageladosen movimiento, de losque no fue posble caracterizarla especiepor diagnostico
molecular por las razones ya mencionadas en la seccion de resultadbgs antecedentes
muestran que la deteccion de infeccion en las heces de los triatominos tiene daj
sensibilidad cuando la carga parasitaria es baja, y también baja especificidad debido a la
posibilidad de infeccién con otros tripanosomatidosnorfolégicamente similarescomoT.
rangeli o Blastocrithidia triatomae (Cerisolay col, 1971; Chiurillo y col, 2003; Schijman y
col,, 2006), un protozoo flagelado de la familia Trypanosomatidae que afecta a los
triatominos. Teniendo en cuenta los resultados de este estudio podemos sugerir gue e
flagelado dyservado podria ser T. cruzio T. minasensgpero también podria ser otro

tripanosoma oB. triatomae u otro tripanosomatido.

De acuedo conlos antecedentes,ds triatominos asociados anidos de aves generalmente
no se encuentran infectados pof. cruzi dado que las aveson refractarias a lainfeccion,
pero pueden ser importantes fuentes de alimentacion para los triatomino®or otro lado,

los nidos tambén son habitadospor roedores y/o marsupiales, principalmente en el
invierno para proteccion y alimentacion (Marti y col.,, 2014). Estos haitantes
oportunistas son reservorios deT. cruziimplicados en el ciclo silvestre del parasitppor

lo que, los nidos de aves infestados representan un potencial curso de infestacion para
ambientes domésticos y peridométicos en areas ruraley consecuentemente un riesg
epidemioldgico para la transmision deT. cruzi(Marti y col, 2014). Asimismo, no podemos
descartar que estos triatominopuedan alimentarse de los monos, si bien debe&oincidir
varios factores a lavez para que ocurra el eventa@omo, por ejemplo, que los monos
duerman cerca de un nido infestado y que los triatominos estén hambreados y no tengan

otra fuente de alimento mas cercana, esto no es descartado.

Segun la bibliografia latransmisién de tripanosomasen monos en vida libreocurre
principalmente através de la ingestion de triatominos infectads (Da Silvay col, 2008;
Roquey col, 2008; Marcili y col, 2009a). La dieta de los monos @ladores consiste
primariamente de hojas, frutas y flores Fernandez 2014; Diasy RangetNegrin, 2015),

pero ellos pueden ingerir accidentalmentensectoscuando comen frutas u hojas o cuando
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remueven ectoparasitos de otro individuo durante el acicalamientoPor lo tanto, los

monos podrian estarinfectandosepor esta via oral.

En varios departamentos de la provincia de Corrientes, incluyendo el departamento
Capital donde se encuentran nuestros sitios de estudio rural y rururbanoya se habia
registrado la presencia de triatominos vectores d&. cruzi comoT. infestansT. $rdida, T.
platensis T.rubrovaria, Panstrongylus megisty$a. geniculatuy Ps. coreode®amborsky
y col, 2001). Ademas,T. sordida, T. platensis T. rubrovaria, yPs coreodesse habian
registrado en ecotopos silvestres, ¥n nidos de ave®n particular se hallaronT. platensis
T. sordiday Ps. coreode@ary col, 1999b;Damborskiy col, 2001; Bary col, 2010). Por
otro lado, en otros estudios en la regidn se ha registrado la infeccion pdr cruzien
triatominos y se constdd una seroprevalenca humana de infeccion poiT. cruzique oscild
entre 5,2% y 32,3% (Bary col, 1992; 1996;1997; 2010). Estos elementogodrian estar
manteniendo la endemia chagdésica en la provingiay nos surge la pregunta de si
actualmente estos factores siguen estando @sentes y cual es la situacion actual de la

transmision deT. cruzien los ambientegurales y silvestres de la zona.

2.4.5- Enfermedad de Chagas, monos aulladores yitderface domeéstica

silvestre

Nuestros resultados revelan la infeccién porT. cruziy por T. minasensen los monos
aulladores el noreste de Argentina Teniendo en cuenta que lfADN de un hemoparasito
parece no gersistir por mucho tiempo encirculacién sanguinea en ausencia del organismo
intacto, entonces la deteccion delADN del parasito en sangreindicaria una infeccion
activa (Barker, 1990;Vallejo, 1998), 1o que nos haceuponer que los monos en los que se
confirmd la deteccién deADN deT. cruzimantienen al mismo en circulacion. Asimismo,
nuestros resultados muestran unacarga parasitaria baja por lo que su participacion en

mantener el ciclo de transmision activo en el ambiente que habitan sedaotada

En la provincia seregistraron seroprevalencias humanas que oscilabaentre 5,2% y
32,3% (Bary col, 1992; 1996; 1997;2010), ydurante el afio 2017el Programa Provincial
de Chagasde Corrientes realizOtareas de vigilancia entomoldgica y elevamiento de
seroprevalenciaen nifios de entre 0 y 10 afios, con el objetivo dertificar la interrupcién

de la transmisién vectorid (Ministerio de Salud Publica, Provincia de Corrienteskstas
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accionesnos indican que la transmision deT. cruzise encontrabaactiva en la provincia,
ya sea por la via vectorial o la congéniten la poblacion humanay la infeccion confirmada
en A. carayaen vida libre en bosques de areas rurales y remotas, sugieren la posibilidad

de un ciclo de transmision silvestre activo.

En este estudicademas de confirmar la infeccidn pof. cruzien monos aulladoresen vida
libre en las localidades estudiadashemos hallado diferentes UDTs del parésito en los
distintos ambientesrelevados lo que nos hace preguntarnosobre las UDTgjue estarian
circulando en la poblacion humana aledafida posibilidad de analizar lasecuencias de
T. cruzi de muestras humanas y de aninales domésticos, nos permitiria cruzar la
informacion con nuestros resultados y evaluar coincidencias y diferencias entre ambos

ciclos de transmision, el enzodtico y el zoonatico.

Los estudios parasitolégicos en primates no humanosos aportan una importante
oportunidad para entender mejor la dinamica de transmision y el riggo de emergencia
de variaszoonosis yantropozoonosis tal como la enfermedad de Chas, la cuabun afecta

a las poblaciones humanas en muchos lugares en la region del Chaggentino himedo

y semiarido. Los resultados obtenidos en este estud@portan al conocimiento sobre los
animales en vida libre que portan el parasito y que podrian estar cumpliendo algun rol en
la mantencién del parésito en el ambiente Para evaluar estadltimo hacen falta més

estudios en esta y otras especiafe animalesen vida libre en la region.
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Capitulo 3—Infeccidn por Leishmaniaen
monos aulladores Alouatta carayg del
Noreste Argentino

3.1- Introduccidn

Las leishmaniasis sonfermedades zoonoticagausadas poparasitos tripanosomatidos
del géneroLeishmania(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) que se transmitenen forma
vectorial a través dela picadura dela hembra deun insecto diptero del grupo de los
flebotominos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)Las leishmaniasisrepresentan un
serio problema de salud publica en el mundo (PAHO/WHO, 28), y se rgortan, entre las
enfermedades tropicales desatendidagomolasde mayor aumento erprevalencia entre
1990 y 2016 (Hotez, 2018) Brasil, Paraguay y Argentina estan clasificados como paises

con escenarios de transmision de LV en expansi¢RAHQ 2023).

El géneroLeishmaniaen humanoscausan tres tipos de enfermedadiferentes segun las
manifestaciones clinicas que se presenten: leishmaniasis visceral (LY)leishmaniasis
tegumentaria (LT), esta ultimaincluye a la leishmaniasis cutaneé_C) yla leishmaniasis
mucocutanealalV es ldforma mas grave afecta en forma sistémica a diferente&ganos,
usualmente se produce hepato y esplenomegalia, y cuando las manifestaciones son
polisintomaticasla enfermedad puede ser fatal en el 90% de los casos humarsbso se
trata adecuadamente,especialmente en ifios. En América Latina la tasa e letalidad
promedio es del 8% (PAHO, 2023En la LT se producen lesiones, que pueden resolverse
en tiempos variables, persistir, provocar recidivas en el tiempo, o una leishmaniasis
mucocutanea.Esta enfermedad produce un alto costo social, ya que las personas que no
reciben el tratamiento adecuado pueden llegar a tener lesiones mutilantes que afectan su

vida social y su capacidad productivéSalomén y Quintana, 2022)
3.1.1- Ciclo de vida

El géero Leishmaniapresenta una forma extracelular flagelada o promastigote (en el
hospedador invertebrado), y una forma aflagelada o amastigote de vida intracelular (en

el hospedador vertebrado).En laFigura 3.1 est representado el ciclo de vidagn donde
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se pueden observar las distintas formas del parasito en cada etapa del ciclo. Etraato
digestivo delhospedador invertebradoocurre el proceso de metaciclogénesis, en el que
los amastigotes provenientes del hospedador vertebrado,se transforman en
promastigotes prociclicos y luego en promastigotes metaciclicos, que es la forma
altamente infectiva del parédsito, capaz de sobrevivir al ingresar al hospedador
vertebrado. Los promastigotes infectan a macrofagos y se transforman en amastigotes
que se dividiran por mitosis dentro de la célula infectadainfectando luego nuevas células,

y quedando disponibles para ser transmitidos al insecto vectorEl proceso de
metaciclogénesis involucra la expresion de ciertas proteinas que son las responsables de
la especificidad de la interaccién pasito-vector (Sacks y col., 2001; Akhoundi y col.,
2016).
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s ‘/‘ la picadura . j
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2 1= ual T
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Figura 3.1- Ciclo de transmision de las leishmaniasig@daptacion de imagerde Mariana Ruiz
Villareal: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leishmaniasis_life_cycle_ diagram_en.svj

3.1.2- Los vectores

La transmision de Leishmaniaspp. es determinada por interacciones entre el insecto
vector, el parasito y el animal hospedador reservorioLa transmision al hospedador

mamifero se da a partir de la picadura de una hembra de flebotomo infectada con
91


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leishmaniasis_life_cycle_diagram_en.svg

Leishmaniasp. especifica de su interaccion parasieector. Muchas especies de insectos

de la subfamilia Phlebotominae estan involucrados como vieces deLeishmaniaspp.

Los fleb6tomos son encontrados en diversos ecosisteméds nuestro paisincluyendo la
selva humeday secachaquefia,la selva en galeria, laselva paranaense yas yungas. En
estos bosquesel estrato vertical se extiende desde elslo hasta la copa de los arboley
esta ultimapuede ser un habitat diferente con componentes fisicos y biologicos diferentes
(Cortez y col, 2007). En nuestros sitios de estudio, las copas de los arboles estan

principalmente habitados porlos monos auladores.

Los fleb6tomosmiden entre 2 y 3 mm en estado adulto, la duracién de su ciclo de vida es
de aproximadamente 45 dias, dependiendo de la especie, de los recursos disponibles y de
las condiciones de humedad y temperatura en el ambiente y el sustrato (Rangel y col.,
1986; Exovary col., 2004)El ciclo de vidase completaen la tierra, los huevos son puestos

en tierra hUmeda o materia organica no anegada en condiciones de somts@gesarrollan

las larvasque pasan por tres mudagl-1V) antes de pasar @upa, de la que emergra el
adulto (Figura 3.2).

Los adultos se alimentan del néctar de las flores, frutos y otros(aares vegetales. &s
hembras ademas se alimentan de sangrelo que les permite ser parte del ciclo de
transmision de Leishmania En la mayoria de las especiagquieren de al menos una
ingesta para desarrollar los huevos $herlock y col., 2003 Algunas especies de
flob6étomos se alimentan especificamente de una especie de vertebrado, pero usualmente
son generalistas pudiendo alimentarse de varias especies de méferos (Sherlock y col.,
2003). El radio de vuelo de los adultos esta condicionado por la oferta y distribucion de
fuentes de alimento. Generalmentse encuentran activosal atardecer y al amanecer.
Normalmente no vuelan mas de 200 metros (Salom62005), con un promedio de 60
metros (Kondratieff y col., 2005), y las especies asociadas a ambientes antropizados
presentan mayor radio de vuelo que las asociadas a ambientes silvestres (Sherlock y col.,
2003; Kondratieff y col., 2005) Entre los estimulos que &taen a los fleb6tomos hasta su

hospedador, se ha descrito la temperatura y elor corporal (Sherlock y col., 2003.

Durante el dia los fleb6tomos se refugian en sitios oscuroselativamente frescos

respectos al ambiente externohumedosy templados,donde no ocurrancambios bruscos
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en lascondicionesambientales como por ejemplo cuevas de animales o huecosatboles
(Sherlock y col., 2003; Salomoén, 2005y para las especiemas antropicassus refugios se
encuentran generalmente dentro déos limites del peridomicilio, en corralesde animales,

como chiqueros y gallinerogSherlock y col., 2003)
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Figura 3.2- Ciclo de vida de los fleb6tomagrafico adaptado a partir de imagen en:
http://www.infectionlandscapes.org/2011/05/leishmaniasis.html .a) Hembra adulta hematéfaga; y
b) macho adulto deLu. longipalpisen lupa binocular (Moya, 2022). Rangos de longitud (tamafio real):
adultos <5mm; huevog),3mm longitud-0,10mm ancho; larva€),4 a 0,7mm y pupas 2,5 a 2,8mm.

En Ameérica latina,Lu. longipalpises el principal vector delL. (L.) infantum, parasito
causante de la LV en ambientes urbandgcardi y col., 2010) La LT es principalmente
causadapor L. (V.)braziliensis(Vianna, 1911) y sus vectores principales en el cono sur,
son Nyssomyia neivaiNy. whitmani (Antunes y Coutinho, 1939) yMigonemyiamigonei

(Salomony col, 2004; PitaPereiray col, 2005). EnNy. neivaly Ny. whitmanise registro la
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presencia deADN deLeishmania y Mg. migoneifue propuestacomo un posible vincilo

entre los ciclos zoonoéticog antropozoondéticosde la LT (Santiniy col.,2013).

Numerosas especies de fleb6tomos que son vectores confirmados o potenciales vectores
de Leishmaniaspp., han sidoregistradosen las provincias de Corrientes y Chacmcluidos
Lu.longipalpis, Ny. reivai, Mg.migoneiy Pintomyia pessoa{Countinho & Barretto, 1940),
entre otros (Bejarano & Duret, 1950; Salomadry col, 2008b; 2009b; 2011a,b; Rosa col,
2010; Szelagy col, 2018a;Moya y col,2022). Salomoény col.(2011a) reporté la presencia

de Ny. reivaiy Mg.migoneien ambientes peridomésticos cercanos a sitios de descanso de
monos aulladores silvestres ya espacios decuarentena de 0sos hormigueros
(Myrmecophaga tridactyl3d en los alrededores de la Estacion Bioldgica Corrientes (EBCo)

donde fueron realizados estos estudios.
3.1.3- Leishmaniasis erArgentina

Asi comolas leishmaniasispresentan diferentes caracteristicasclinicas, también tienen
diferentes caracteristicasecoldgicas, como losagentes etiolégicosque las causanlos
vectoresque las transmiten los reservorios y sus escenarios de transmisionEn nuestro
paisla LV es causada principalmente pok. (L.)infantum, y transmitida principalmente
por el flebétomo Lu. longipalpis, su escenario de transmisiobn es generalmente de
caracteristicas urbanas, y su principal reservorio es glerro doméstico (Acardi y col.
2010; Salomén y col.2008a). La LC es causadaipcipalmente por L. (V.) braziliensis
transmitida por Ny. neivaien espacios perdomésticos en areas endémicas del pais, y por
Ny. whitmani en paisajes silvestres de la regn noreste (CérdobalLanus y col, 2006;

Salomoén y col. 2004; Salomén y col.2009a; Salomén y col. 2016Moya y col, 2022).

Respecto a lad.eishmaniaspp. registradas en nuestro paid,. (V.) braziliensisy L. (L.)
infantum son frecuentemente reportadas, mientras que. (L.) amazonensj&e. guyanensis
y Le. panamensissolo se lallan como agentes causantes de las leishmaniasis
ocasionalmente CordobalLanus y col, 2005;Cuba y col.1996; Frank y col, 2003; Marco

y col, 2012;Seguray col, 2000; Salomoén y col.2016).

El noreste argentino puede ser considerado como la region marginal para la presencia de
las leishmaniasisEl primer foco urbano autéctono de LV causado pdr. (L.) infantumy

que involucré como vector alLu. longipalpisen Argentina fue reportado en 2006 B la
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ciudad de Posadas, provincia de Misiones (Salomgrcol.,, 2008a). Durante el afio 2007
emergio otro foco de LV en el centrmorte del pais, aunque en este caddg. migoneifue

la especie sugerida como vector de. (L.) infantum(Salomény col, 2010). La LC ha sido
endémica en Argentina al menos desde las primeras décadas del siglo veinte, sin embargo,
el primer brote reportado en el pais ocurrié desde 1985 a 1987 en fagion noroeste del

pais (Salomon y coj2011c¢).

En la region noreste, se registraron brotes de LC en varias localidades de la provincia de
Corrientes, comeenBella Vista en 2003 $alombny col, 2006),en Riachuelo yenla ciudad

de Corrientes en 2015 (Acost&soto y col., 2020; Andreo y col., 2022n la provincia de
Corrientes la media de niumero de casos humanos reportados anualmente por el Sistema
Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) para LC y LV humana en el per2@d®-2016

fue de 115,4 + 42,3y 16,0 £ 7,9 casos por afo, respectivamer{simismo, en el 2008 se
reportd por primera vez la presencia dd_u. Longipalpisen la ciudad de Corrientes, y en
otras localidades de la provincia (Salomén y col., 2009b), desde entonces, la abundancia
relativa de Lu. longipalpisse sigue incrementando (Berrope y col., 2017), y desde el afio
2010 hasta la fecha los casos manos de LV aparecen y se pr@ggan como una
enfermedad urbana de manera dispersa en el tiempo y el espacio (Salomocol, 2015;
Bruhny col, 2018). Respecto a la provincia de Chaco, seantiene una alta incidencia de
brotes de LC, con un ciclo peridonstico zoonético sinantropico que se activa
esporadicamente, siendd\ly. neivaiy Ny. whitmanilas especies mas abundantes en estos
ambientes (Salomén y col., 2008bMoya y col, 2022). Por atro lado, Lu. longipalpisse
registré en la provincia de Chaco (Salomén y col., 2011ly) en localidades sobre el rio

Parand cercanas auestros sitios de estudio (Szelag y col., 201Moya y col, 2022).
3.14- Lashmaniay primates no humanos

El géneroLeishmaniapuede infectar naturalmente a un amplio rangode especies de
mamiferos,como perros, zorros, roedores, equinos, marsupiales y primates no humanos
(Lainson y col, 1989; Malta y col, 2010; Humberg y col, 2012; Acardi y col, 2013;
Fernandez y col.2018;De Oliveira y col.2020); y algunos de estoscomo varias especies
de roedores, perezosos, 0s0s hormiguero, puercoespines y carnivoros salvajes estan
registrados como los reservorios selvaticos mas probables pak@&ishmania por lo que es
probable que los ciclos selvaticos sean mantenidos por wensamble de especies de
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mamiferos hospedadore (Roque yJansen2014). Por otro lado, para algunas especies,

como es el caso dé. (L.)infantum, es conocido que su principal reservorio en areas

urbanas es el perro doméstico y su vector mas importante &sl. longipalpis entonces en

algunos casoya conocemosl reservorio de una especie en urescenario de transmision

particular (Grimaldi y Tesh,1993). Retomando la definicién deeservorios, estosson los

mamiferos que mantienen al parésito presente en la naturaleza con una carga parasitaria

suficiente paraque puedaser transmitida efectivamenteal vector (Haydon y col., 2002)

Los primates no humanosplatirrinos y catarrinos han sido propuestos como reservorios

en diferentes areas endémicas dehundo; y los casos de infeccién natural hallados en

primates platirrinos son mas frecuentes que los hallados enonos catarrinos (Santos y

Oliveira, 2020). En la Tabla 3.1 se pueden observar los registros de infeccion por

Leishmaniaspp.encontradoshasta el momentoen primatesplatirrinos .

Especie

hospedadora

Saguinus geoffroyi

Aotus trivirgatus

Chiropotes satanas

Sapajus apella
Cebus

xanthosternos

Callicebus

nigrifrons

Alouatta guariba
Leonthopitecus
crysomelas
Pithecia irrorata
Saguinus
imperator

Aotus nigriceps

Aotus azarae

Especie de

Leishmania

L. (L.) amazonensis

L. (V)braziliensis

L. (V)shawi
L. (V)shawi

L. (L.) infantum

L. (L.) infantum

L. (L.) infantum
L. (L.) infantum
L. (L.) infantum
L. (L.) infantum
L. (L.) infantum

L. (Viannia) sp.

Habitat

Vida libre

Vida libre

Vida libre
Vida libre

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Vida libre

Método
diagnéstico

Aislamiento
Aislamiento

Aislamiento

Aislamiento
PCR (sangre)

Inmuno-
histoquimica y
PCR (tejido)
PCR (sangre)

PCR (sangre)
PCR(sangre)
PCR (sangre)

PCR (sangre)
PCR/RFLP

(sangre)

Pais

Panama

Panama

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Referencia

Herrery col., 1973
Herrery
Christensen, 1976
Lainson y col., 1989
Lainson y col., 1989

Malta y col., 2010

Malta y col., 2010

Malta y col., 2010
Malta y col., 2010
Malta y col., 2010
Malta y col., 2010

Malta y col., 2010

Argentina Acardiy col., 2013
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Alouatta pigra 'y

Alouatta palliata

Ateles paniscus

Alouatta guariba

Callithrix sp.
Callithrix

penicillata

Callithrix jacchus

Sapajus apella

Leontopithecus

rosalia

A. seniculus

A. seniculus

Plecturocebus
vieirai
Alouatta caraya

Ateles chamek

L. (L.)mexicana

L. (L.)amazonensis

L.(L) infantum
Leishmania sp.

L.(L) infantum

L.(L) infantum

L. (L) infantum

L.(L) infantum

L. (L) infantum

L. (V)guyanensis

L.(L) infantum

L. (V)braziliensis

L. (V) braziliensis

Semk

cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Vida libre

Vida libre

Vida libre

Cautiverio

Cautiverio

Vida libre

Vida libre

Cautiverio

Cautiverio

Cautiverio

Serologia

PCRy gPCR

(sangre)
PCR (sangre)

PCR (sangre)
Serologia y PCR
(sangre y piel)
Serologiay PCR
(sangre y piel)
Serologia 'y

xenodiagnostico

Serologia 'y
xenodiagnéstico

Serologia y PCR

(sangre)

Serologia y PCR

(sangre)
PCR

PCR
PCR

México

Brasil

Brasil
Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Guayana
Francesa
Guayana

Francesa
Brasil

Brasil

Brasil

Rovirosa Hernandez
y col., 2013

Felix deLima y col.,
2012

Lombardi y col.
2014

Trieby col., 2018

Paiz y col., 2019

Paiz y col., 2019

Rodriguez de
Oliveira y col., 2019
Rodriguez de
Oliveiray col., 2019
Medkour y col.,
2019

Medkour y col.,
2019

Guiraldi y col., 2022

Guiraldi y col., 2022
Guiraldi y col., 2022

Tabla 3.1. Especies de primates no humano neopicales que se han registrado con infeccigoor
alguna especie déeishmania(datos basados efRoque y col(2014) y Santos y Oliveira (2020).
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3.15- Objetivos e hipotesis

Laleishmaniasis cutdnea es endémica en varias provincias del norte de la Argentina, y la
leishmaniasis visceralpresenta un marcado aumento de los casos entre el 2006 y la
actualidad en el noreste argentino Los componentes del ciclo de transmision de las
leishmaniasis en los ambientes silvestrealn quedan por esclarecerse en nuestro pais.
Asimismo, no hayestudios de infeccion porLeishmaniasp.en las poblaciones de monos

aulladoresen vida libre en la Argentina

El objetivo general de este estudio es/aluar el rol potencial deAlouatta carayaen el ciclo
de transmision silvestre del.(L.) infantumy L.(V.) braziliensisen ambientes antropizados

del Noreste argentino.

A partir de los antecedentes planteamos & siguientes hipdtesis: 1) Los monos
aulladores que habitan en vida libre eros fragmentos de bosque del noreste argentino
estan infectados porL. (L.) infantum y L. (V.) braziliensis 2) La presencia conjunta de
monos aulladores infectados yleb6tomos vectores ded.. (L.) infantumy L. (V.) braziliensis
posibilita la permanencia del ciclo de transmision delichos parasitosen los fragmentos

de bosque natural del noreste argentino

Objetivosespecificos:

1 Determinar la prevalencia de infeccion poteishmaniaspp. en poblaciones deA.
carayaen vida libre que habitan en paisajegon diferente grado de ubanizacion
del noreste argentino.

1 Realizar la caracterizacion molecular de las especies Heishmaniaspp. halladas
en los monos aulladoreestudiados

1 Estudiar la asociacion entre las prevalencias halladas y el grado de urbanizacion
de los sitios de estudio.

1 Identificar las especies de fleb6tomos que se encuentran asociadas a los arboles
dormideros, y estimar sus abundancias en las bases y en las copas de los arboles

dormideros de los monos.
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3.2 - Metodologia

3.2.1- Descripcion de los sitios de estudio:

Los sitios de estudio son los mismos ya mencionados y descriptos en la seccién 2.2.1: Isla

del Cerrito (IC) (27° 18' S- 58° 37' O),lIsla Brasilera (B) (27° 20' S- 58° 40' O), San

Cayetano 6Q (27°34' S 58 42' O, y Parque Provincial San Cayetan®PSQG (27° 30" §

58° 41' O) (donde se encuentra la Estacion Bioldgica Corrientes (EBC@pr Figura 2.13

en el capitulo anterior); y en estgparte del estudiose agrega la localidad de Riachue(R)

(27r° 35" S, 58° 44,5" 0O), a 3 km del <casco u
de flebétomos en unidades domésticas Riachuelo presata caracteristicas de
urbanizacién similares a SC,pero con algunas calles asfaltadas, ¥l Municipio de

Riachuelo abarca Ek paraje San Cayetano Higura 3.8). Respecto de las categorias

ambientales, la localidad de Riachuelperteneceal a cat egor i a rurubano’
urbano de SC. Estos sitios aln mantienen caracteristicas rurales, como la cria de ganado

(en los casos que tienen lotes grandes), huertas familiares, produccion de huevos y/o cria

de pollos enel caso delos productores mas pequefiosy como en SCse encuentran

cercanos o vecinos a parches de bosque remanente habitados pocaraya

3.2.2- Colecta de muestras biologicas:

En la seccion 2.2.3 se describieron los procedimientos para la captura y liberacion de los
animales(109 monos aulladoreg, los cualesfueron capturados con dardos anestésicos y
liberados al recuperarse de la anestesidddemas de las muestras colectadagara el
diagndstico deTrypanosoma cruzise les extrajo una muestra dgpabellén auricular para

la busqueda dd_eishmania Se colect@na pieza de aproximadamente 2 mm por 2 mm de
tejido del borde del pabellon auricular externo; la forma y posicion del cogten la oreja
fue también utilizado como marca de identificacion del individudgademas de colocaron
pequefias caravanas metalicas numeradas en la oreja de cada animesta muestra fue
conservada en buffer PBSuffer Fosfato Salino), mantenida en frio en campo, y luego en

freezer a-20°C hasta su posterior andlisis en el laboratorio
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3.2.3- Caracterizacion molecular de la infeccion pdceishmaniaen Alouatta

caraya

Las muestras fueron procesadas extrayendo el ADN aplicando protocolos de PCR
especificos para la deteccidon de leishmanias de interés sanitario cotno(V.) braziliensis
y L. (L.) infantum Los fragmentos de ADN compatibles cobeishmaniaspp. fueron

confirmados por analisis de secuenciacion.

- Extraccién de ADN:La extraccion de ADN de las muestras de tejidauricular externo
se llevo a cabo mediante columnas de extraccion comerciales (Inbio Highway®DN

Puriprep-S), segun el protoolo sugerido por el fabricante.

- Reacciones de amplificacion por PCR Las muestras de ADN fueron analizadas
utilizando el procedimiento de PCR convencionadirigido a amplificar la regién del
espaciador transcrito interno del ADN ribosomal (ibosomal internal transcribed spacer
(ITS)), cuyo protocolo se denomina ITS-1. La reacciébn de amplificacion utiliza los
oligonucledtidos iniciadores LITSR (5°:CTGGATCATTTTCCGABG y L5.8S (5-
TGATACCACTTATCGCACGT) (El Taiy col., 2000), y se espera obtener ufragmento de
ADN de 3006350 pb con las condiciones de cicladeportadas por Schoniany col. (2003).
Se utilizé una cepa de referencia de. (V.) braziliensifHOM/BR75M2903) como control

positivo de la reaccion, y agua estéril como control negativo. Los productos amplificados

fueron revelados por electroforesis en geles de agarosa al 2% contenierféigberGreen®

( I nvi t rutligaado iM)marcador de peso moleciar de 1 Kb.

Para evaluar la eficacia de la extraccién del ADN de las muestras, se les practicoO un

protocolo de PCR dirigido a la regién del ADN naitondrial que codifica para el gen del
cytocromo B (CytB) con los oligonucletdtidos iniciadores L 148 4 1-

CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA) y H15149-

CCCCTCAGAATGATATTTGTCCGBCAgmplificando un fragmento esperadode 359 pb

(Lahy col, 2012).

Los fragmentosobtenidosde tamafio compatibleconlos esperados pard.. (V.) braziliensis
fueron analizados por RFLPréstriction fragment length polymorphismcon la enzima de
restriccion Hae Il (5-GGCE” Promeg3, y s fragmentos resultantes fueron revelados

por electroforesis en gel de agarosa 2,5%.
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Para el analisis por secuenciaciomgs productos de PCRompatibles conLeishmaniaspp.
fueron purificados utilizando las columnas comerciale$nbio Highway® ADN PuriprepGP
siguiendo las indicaciones del fabricanteEn los casos en los que se obtuvieron fragmentos
inespecificos, los fragmentos de interés fueron separados cortando el gel bajo
visualizacion con transiluminador, y cada fragmento inmerso en agarosa fuymurificado
utilizando las mismas columnas comercialesde Inbio Highway® ADN PuriprepGP
siguiendolas instrucciones el fabricante. La secuenciacion se llevo a cabtlizando los
oligonucledtidos iniciadores respectivos en las concentraciones indicadas pefr sitio de
procesamiento(Cromatida, Argentina) Los cromatogramas obtenidos se analizaron con
el programa Codon #1 AA ! | (& @i0.8) O(CodonCode Corporation, Dedham,
Massachusetts, USAY el programa BioEdit Sequence Alignment Editorversion 7.2.6
(Hall, 1999). Para el alineamiento de las secuencias se utilizd el algoritmo ClustalW
(Thompsony col, 1994) del programa MEGA 10.0.5 (Kumar y col., 2018) y del programa
BioEdit Sequence Alignment Editar. Las secuencias obtenidas se compararon con las
secuencias disponibles en la base de dat@enBankcon el programa de alineamiento

BLASTen el sitio http://www.ncbi.nlm.nih.gov .

3.2.4- Muestreo de flobétomos en arboles dormideros dé. carayay en

ambientes peridomeésticos

Las capturas de fleb6tomosse realizaron asociadas aparte de los grupos de monos
aulladores estudiados para el diagnostico de tripanosoratidos. Las trampas fueron
colocadasen los arboles dormidero (AD),seleccionando un arbolpor grupo de monos

como se descihio en la secciorR.22. Ademas, se colocaron trampaan los peridomicilios

ubicados en los cascos urbanos de SC y3R utilizaron trampas de lumegra( “t r amp a s
REDILA) (Fernandez y col. 2015) que se activaron aproximadamente desd&s 19hs

hasta las 9hs del dia siguiente, durante dos noches consecutivas en cada punto de
muestreo (Figura 34). En el Anexo 4 se encuentra adjunta la planilla para la colecta de

datos ambientales.
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Figura 3. 4. Sitios de colocacion de las trampas de lnegra.A) Arbol donde duermen gallinas en

peridomicilio. B) Gallinero. C) Trampa de luz colocada en el estrato alto de un arbol dormidero de

monos (AD) donde se observa a una mona adulta descansan@) Trampa colocada en el estrato
bajo de un AD.

En losAD de los monoslas trampas se instalaroren dos estratos de alturadiferente: a

1,5m (estrato bajo)(Figura 3.4D)y entre 5 y 8m (estrato alto) (Figura 3.40), resultando
activasdos trampas por sitio por nochedurante dos noches consecutivas

En los sitios rururbanos se dividié la localidad en una grilla de celdas de 200m x 200m

para abarcar toda la extension del areaEn cada celda se selecciébnd una vivienda
utilizando el criterio de “ s guedefinedsitibtonco” ,
mayor probabilidad de hallar fleb6tomos como consecuencia de sus caracteristicas
ambientales (Fernandezy col, 2010). Teniendo en cuenta este criterio, se estudio la
presencia de fleb6tomos en los siguientes micrositios: gallineros, arbolesrdaderos de
gallinas, y sitios del peridomicilio donde dormian los perros de la cadaas trampas fueron

colocadas en estos micrositios, dando prioridad a los dormideros de gallinas y si no habia
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gallinas en la casa entonces se colocaban en el sitio domlbemian los perros. En estos
sitios todas las trampas fueron colocadas a una altura aproximada de 1,5m durante dos
noches consecutivas (Figura .3B).

Los muestreos en peridomicilios se realizaron entre el 3y el 6 de diciembre de 2011. En
los AD de los monos aulladores del PPSC y SC entre el 13y el 16 de febrero de 2012, y en
los AD de la IB entre el 22 y el 26 de marzo de 20Ibdos los sitios de mastreo fueron
georreferenciados

Los fleb6tomos capturados fueron conservados &0°C hasta su procesamientolLos
individuos fueron clarificados con lactefenol, observados bajo microscopio Opticoy
clasificadospor especiede acuerdo a la clave de GalgR2003). Se contabilizaron todos los
individuos capturados, y seobtuvieron las abundancias de cada especie y sexo en cada
punto de muestreo.

Los individuos de las especies dBrumptomyia (Franca & Parrot, 1921) seunificaron
como Brumptomyia sp. dado que las hembras de este género no pudieron distinguirse
morfolégicamente y es un género que carece denportancia sanitaria. Asimismo, las
hembras de las especieEvandromyia cortelezzi(Brethes, 1923) yEv. sallesi(Galvao &
Coutinho, 1939) nopueden distinguirse por su morfologia, entonces estos individuos

fueron clasificados como complejo Cortelezzii (Szelageol, 2018b).
3.2.5 Andlisis dedatos

Se estimaron las prevalencias de infecciéen los monoscon intervalos de confianza del
95 % (IC) para cada especie deeishmaniahalladay en cada sitio evaluado

La abundancia de fleb6tomos se estimo por especie y por sexo, acumulando los individuos
capturados durante las dos noches de muesto. Enlos peri-domicilios se evalud la
asociacion entre ¢tipo de micrositio (gallineros, sitio donde duermen los perros, arbol
donde duermen las gallinas) y la presencia de fleb6tomos mediante la prueba de
independencia de Chi cuadrad@X?). En losAD de los monos aulladorese evaluo si habia
diferencias respecto a la abundancia de fleb6tomos entre los dos estratos verticales (bajo
y alto) aplicando la prueba de Wilcoxormpara muestras pareadasLa asociacion entre las
especies de fleb6tomogpresentesy losambientesestudiados (rururano, rural, y remoto)

se evalué mediante la prueba de?, diagrama de perfiles multivariados y analisis de

correspondencias simple (ACS) (Benzécri, 1973). En todos los casospuralor menor a
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0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Los datos fueron procesados

utilizando el programa Info Stat(Di Rienzoy col, 2008).

3.3 - Resultados:

En la seccidon 2.3.1el capitulo anterior se describieron las caracteristicas de los monos
aulladores capturados, y en la Tabla 2.3 los datos y las caracteristicas de frsipos de
monos, las edades y el sexo de los individuddno de los 109animales capturados se
encontraba en condiciones de salud desfavoralde por lo que se decidié no extraer la
muestra de orejade este individuo. Emoncesse colectaronun total de 108 muestras para

el diagnostico deleishmaniasis(Tabla 32).

Proir::gidvlo N Categoria de edad
" N°de N°de X Razdn de sexos

Sitio grupos indiv. capturado (macho/hembra) . .

por grupo adulto subadulto juvenil

(D.E.)

Rururbano_IC 1 2 2 (0) @an1 2 0 0
Rururbano SC 6 19 3,2(1,2) (a2:7) 1,7 13
Rural 10 38 3,8(2) (22:16) 1,4 14 13 10
Remoto 15 49 3,3(1,5) (30:19) 1,6 30 10 9
Total 32 108 - (65:43) 1,5 59 28 21

Tabla 3.2. Caracteristicas de las poblaciones de monos aulladoregestreadas.

3.3.1- Caracterizacionmolecular de la infeccion poiLeishmaniaen Alouatta
caraya

Nueve monos aulladores (8,3%) resultaron positivos para lpresencia de leishmanias, y
el andlisis por RFLRFigura 3.5)y el de secuenciaciénrevelaron la presencia deL. (V.)

braziliensis L. (L.) infantumy L. (L.) amazonensien los sitios de estudio Tabla 3.3.
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Figura 3.5.Gel de agarosa (2%) donde se observan los fragmentos amplificados de-IT\Gel patrén
polimorfico de los productos de la restriccion conHaelll. Las muestras estan indicadas con su

ndmer o

de

I D,

y

|l os productos de PCR digeridos

ADN de 1 kb. El tamafio de los fragmentos es indicaddea izquierdaen pares de bases.

ITS-1 PCRRFLP (perfil de pb

ID Ambiente Grupo de Sexo Catggorla aproximado) z Especie de BLAST
monos etaria . :
Leishmania

MO-69 Remoto Gringos M Adulto (156 - 143) - L. (V.) braziliensis -
MO86  Remoto Quebracho F  Subadulto (184 -72-55) - L. (L.)infantum L. (L.) infantum
MO-87  Remoto Maminos F  Adulto (156 - 143) - L. (V.) braziliensis L. (V.) braziliensis
MO-103 Remoto 10 Mangos F  Adulto (184 —-250) - L. (L.) infantum

© (156 - 143) - L. (V.) braziliensis L. (V.) braziliensis
MO-28 Rural Quitilina M Juvenil

: (186 - 142) - L. (L.) amazonensis L. (L.) amazonensis
MO-44 Rural Chupali M Adulto (186 - 142) - L. (L.) amazonensis L. (L.) amazonensis
MO-36  Rururbano Musculoso M  Subadulto (184 -72-55) - L. (L.) infantum L. (L.)infantum
MO-37 Rururbano Musculoso M Adulto (184 -72-55) - L. (L.) infantum L. (L.) infantum
MO-39 Rururbano Otero F  Adulto (186 - 142) - L. (L.) amazonensis L. (L.) amazonensis

Tabla 3.3. Resumen de resultadostenidos del diagndéstico por PCRTS-1, RFLP y analisis de
secuencias de las muestras de tejido auricular externo de los monos aulladores positivos
muestreados entre julio y agosto de 2010, en San Cayetano (ambientes rural y rururbano), provincia

de Corrientes, e Isla Brasilera (ambienteemoto), provincia de Chaco.

Los valores de las prevalencias halladas para cada protozoo fueron bajas, y no fueron

suficientes para analizar estadisticamente la independencia con las variablg@anteadas

como el grado de antropizacion del ambiente, grupo etario y el sexo de losndividuos.

Se obtuvieron resultados de infeccion poteishmaniasp.en los tres grupos etarios/ para
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ambos sexos (Tabla 3.3). En los tres ambientes estudiados encontramos animales
infectados con alguna de las tres especiegt@ctadas, en el ambiente remoto se registro
L. (L.) infantumy L. (V.) braziliensisen el ambiente rururbanoL. (L.) infantumy L. (L.)
amazonensisy en el ambiente ruralL. (V.) braziliensig/ L. (L.) amazonensi@~igura 3.6).

Los ambientes rural y ruurbano que se encuentran conectados comparten la presencia
delL. (L.) amazonensjsin embargo, en el ambiente remoto (IB) no se registro esta especie,
y en los grupos rurales no se registro &. (L.) infantum Cabe destacar quens animales
positivos fueron detectadbs en gruposdiferentes: en el ambiente remoto se detect6
infeccion en 4 individuos de 4 grupos distintos, los 2 individuos del paisaje rural
pertenecen a dos grupos diferentes, y en el paisaje rururano fueron 3 animales de 2

grupos cercanos(Figura 3.6).

Sitio

Especie de Nro. grupos + Nro. monos + Prevalencia
Leishmania examinados examinados (%) [IC 95%)]
Rururbano_IC
L. (L.) infantum 0/1 0/2 -
L. (V.) braziliensis 0/1 0/2 -
L. (L.) amazonensis 0/1 0/2 -
Remoto_IB
L. (L.) infantum 2/15 2/49 4,11[0,5-14]
L. (V.) braziliensis 2/15 2/49 4,1 [0,5-14]
L. (L.) amazonensis 0/15 0/49 -
Rururbano_SC
L. (L.) infantum 1/6 2/19 10,5[1,3-33,1]
L. (V.) braziliensis 0/6 0/19 -
L. (L.) amazonensis 1/6 1/19 5,3[0,1-26]
Rural_PPSC
L. (L.) infantum 0/10 0/38 -
L. (V.) braziliensis 1/10 1/38 2,6 [0,07-13,8]
L. (L.) amazonensis 2/10 2/38 5,3[0,6—-17,75]
Total
L. (L.) infantum 3/32 4/108 3,7[0,1-7,3]
L. (V.) braziliensis 3/32 3/108 2,8 [-0,3-5,9]
L. (L.) amazonensis 3/32 3/108 2,8 [-0,3-5,9]

Tabla 3.4.Prevalencias de infeccion obtenidas de PCR para ITS. Las prevalencias son expresadas
como porcentajes, con un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 3.6.Resultados del diagnéstico déeishmaniapara los grupos de monos (con al menos un
individuo con resultado positivo): deteccion del. (V.) braziliensigcirculo azul); deteccion del. (L.)
amazonensigcirculos rojos); deteccion del. (L.) infantum(circulos amarillos). Se observa con un

circulo azul deborder oj o el

grupo

“Quitilina”

L. (V.) braziliensiy L. (L.) amazonensis

en

el que

S

El analisis de las secuencias de las muestras positivas confirmoé los resultados obtenidos

por RFLP, excepto para la muestra M@ que presentd un perfil debandascompatible

con L. (V.) braziliensis pero el fragmento de ADN no pudo ser secuenciado porgue
obtuvimos suficiente cantidad de ADN en el proceso de purificacion.
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Le. infantumm (MF688836.1)
MO-103 (IB)

MO-86 (IB)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (IB)

MO-28A (PPSC)

Le. infantumm (MF688836.1)
MO-103 (IB)

MO-86 (I1B)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (IB)

MO-28A (PPSC)

Le. infantumm (MF688836.1)
MO-103 (IB)

MO-86 (IB)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (IB)

MO-28A (PPSC)

Le. infantunm (MF688836.1)
MO-103 (IB)

MO-86 (I1B)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (IB)

MO-28A (PPSC)
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Le. infantunm (MF688836.1)
MO-103 (I1B)

MO-86 (IB)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (1B)

MO-28A (PPSC)

Le. infantunm (MF688836.1)
MO-103 (IB)

MO-86 (1B)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (IB)

MO-28A (PPSC)

Le. infantunm (MF688836.1)
MO-103 (I1B)

MO-86 (IB)

MO-36 (SC)

MO-37 (SC)

Le. amazonensis (KP274862.1)
MO-28B (PPSC)

MO-44 (PPSC)

MO-39 (SC)

Le. braziliensis (MF802822.1)
MO-87 (IB)

MO-28A (PPSC)
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GCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCT

T T T T T T T |
TCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCA

Figura 3.7. Alineamiento de las secuencias de ITE(espaciador transcrito interno del ADN
ribosomal) obtenidas de las nueve muestras positivas (nimeros de acceso@enBank MN496377 a
MN496380, y MN497062 a MN497066) con las secuencias de referencialdgL.) infantum L. (L.)
amazonensisnd Le. asilienzisreportadas previamente enGenBanknros. de acceso en la figura).

La busqueda de identidad de las secuensiasando el programa BLAST en GenBank indico

que las secuencias halladas en los monos aulladores comparten entre el 99,7% y el 100%

de identidad con secuencias previamente reportadas para. (L.) infantum L. (L.)

amazonensisy L. (V.) braziliensigFigura 3.7). Las secuencias obtenidas de las muestras

positivas se encuentran disponibles en la base de datos deénBankcon los siguientes
ndmeros de acceso: MN496377, MN496378, MN496379, MN496380, MN497062,
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MN497063, MN497064, MN497065, y MN497066 (correspondntes a las muestras: MO
103, MO36, MQO37, MO86, MO2BA, MQO87, MO28B, MQ39, y MO44,

respectivamente).

El resultado para el individuo MO28 revelauna cainfeccion entrelL. (V.) braziliensiy L.

(L.) amazonensisCabe mencionar quesi bien el individuo MG28 (macho juvenil) no

presentd lesiones en la pielen el grupo al que perteneci@ st e i ndi vi dseo ( “ Qu
hallaron dos monos (un macho adulto y una hembra juvenil) con lesiones cutaneas de
diferentes caracteristicas(Figura 3.8. Se tomaron muestras de estas lesiones para ser
analizadas por PCR vy los resultados fueron negativdsas PCRsle estas muestras se

realizaron seis afios después de haber sido colectadas (preservada@°), lo que pudo

haber favorecido ladegradacion del ADN del parasito, sin poder llegar a la deteccion del

mismo.

Figura3.8 | madgenes de dos individuos pertenecientes al
Macho adulto con lesiones de color clarojgunas ulcerada, en rostro. B}Hembra juvenil con
lesiones en distintas partes del cuerpo caracteristicas de las producidas en la leishmaniasis cutanea
tipo llaga con borde elevado chiertas o0 no de costraLascuatro imagenesampliadasmuestran
algunas de ladesiones de la hembra.

La secuencia de MQO03 tuvo una identidad del 100% con secuencias de referencia tle

(L.) infantum, sin embargogen el andlisis por RFLInostré un fragmento de ADN extra que

difiere del perfil esperadopara L. (L.) infantum Cabe destacanue las secuencs delas
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muestras positivas para L. (L.) infantum pertenecientes al sitio remoto (IB) se
diferenciaron de lassecuencias de ADN obtenidas das grupos del ambiente rururbano
(SC)en cuatronucledtidos. Este resultado nos sugierka existencia de cierto polimorfismo
nucleotidico en las secuencias dé. (L.) infantumcon al menosdos haplotipos para la

region del espaciador transcrito interno del ADN ribosomaFigura 3.7).

Los resultados de la PCR dirigida a amplificar el gen de CytB fueron positivos en todas las
muestras, confirmando de esta manera la eficacia de la extraccida ADN de las mismas
(Figura 3.9).

-—

o 3 -
Gy Gy Gar G G G S e e SN SN S R W e e s e

Figura 39. Control de extraccion de ADN. Gel de agarosa (Ré@nde se observan los fragmentos de
Cytb amplificados de algunas de las muestras (presentadas con su niumero de ID) analizadas en
representacion del total de las muestras de monos aulladores estudiadas. M: marcador molecular de
ADN de 1 kb; C+: control paitivo; G-: control negativo. El tamafio de los fragmentos se indica en
pares de bases.

3.3.2- Fleb6tomosen arboles dormideros deA. carayay en ambientes

peridomésticos

En el mapa de la Figura 3.8 se muestran los sitios de estudio y los punties los
peridomicilios y ADsen los que se colocaron las trampas de Iugl nUmero de trampas
colocadas en los distintos sitios yipos de micrositios para la captura de fleb6tomos se
describe en la Tabla %. Se capturaron un total de 2365 individuos pertaecientes a 8
especies de la familia Phlebotominaely. neivai(61,4%), Mg. migonei(18,73%), Lu.
longipalpis(0,76%), Ny. whitmani(0,55%), Psathyromyia bigeniculatgdFlochy Abonnenc,
1941) (0,51%), complejo Cortelezzii(0,21%), Pi. pessoa(0,04%) y Brumptomyia spp.
(17,8%) (Tabla 36).
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/AW Corrientes — |

Figura 3.8.A) Ubicacion de los sitios de estudio en el noreste de Corrientes y en el este de la provincia
de Chacanuestreados para la captura de fleb6tomos3) Ubicacién de los AD&@riangulos verdes)
estudiadose n e | ambiente “remoto” (I B: |l sla Brasilera)
(triangulos negros) muestreadas en Riachuelo (R) y San Cayetano (SQJje los ADs(puntos verdes)
en el ambiente “rururbandPP$E.SC) y en el am

Nro. trampas por Nro. trampas por micrositio:

Sitio de Nro. micrositio: Nro. peri -
muestreo ADs domicilios Arbol
Arriba Abajo Gallinero 100 Perros
gallinas

Rururbano_R 0 0 0 11 12 7 2
Rururbano_ SC 4 8 8 9 8 0 8
Rural 5 10 10 0 0 0 0
Remoto 8 13 15 0 0 0 0
Total 17 31 33 20 20 7 10

Tabla 35: Descripcion de los punte de muestreo de flebétomos;antidad de trampas colocadas, por
ambiente ypor micrositio. AD: Arbol dormidero de monos.

112



Los gallineros fueron los micrositios con mayor abundancia ddlebétomos: 211
individuos, 10 trampas positivas de 20abarcando cuatro especiesdvig. migonei(67,8%),

Ny. neivai(23,2%), Lu. longipalpis (8,1%) y Ny. whitmani (0,95%). Los dormideros de
perros siguieron con una abundancia de 36 fleb6tomos en 6 de las 10 trampas colocadas,
pertenecientes a 6 especies\y. neivai(58,3%), Mg. migonei(22,2%), Brumptomyia spp.
(11,1%), Lu. longipalpis(2,8%), Pi. pessoai2,8%) y Pa. bigeniculatg2,8%). En los &rboles
dormideros de gallinas se colectaron 21 individuos flebotominos en 4 de 7 trampas
colocadas, pertenecientes a dos especiddg. migonei(81%) y Ny. neivai(19%). No se
obtuvieron resultados significativos al analizar laasociacidn entre el tipo de micrositio y

el nimero de trampas positivas X2 = 0,3;P= 0,86).

En los arboles dormideros de monogle los sitios rururbanos (SC)se capturaron 543
individuos en los 4ADs muestreados, el 83,1% se capturaron en el estrato bajbly. neivai
(53%), Mg. migonei(29,7%), Brumptomyia spp. (16,6%), Ny. whitmani (0,2%), Pa.
bigeniculata (0,2%) y Pi. pesso0af0,2%)); y el 16,9% en el estrato alto de los arbolgd\y.
neivai(59,8%) y Mg. migonei40,2%)).

Enel ambiente rural (PPSC¥e colocaron 20 trampas en 5 arboles dormideros de monos,
y se capturaron 586 flebétomosde 6 especies distintagn 18 de las trampas activada&l
55,5% de los individuos se capturd en el estrato bajB(umptomyia spp. (49,2%),Ny.
neivai(41,2%), Mg. migonei(8,3%), Ny. whitmani(0,9%), y complejoCortelezzii(0,3%)),

y el 44,5% enel estrato alto (Ny. neivai(51,7%), Brumptomyia spp. (23%), Mg. migonei
(21,8%), Ny. whitmani(1,9%), y Pa. bigeniculata(1,5%)).

Enel ambiente remoto (IB)se colocaron 28rampas en 8 arboles, de los cual&seran AD,

y se colocaron 4 trampa®n cadaAD (dos noches en dos estratos) (en un sitio una trampa
quedo inactiva), y un sitio en la costa de la IB donde se colocé una trampa noc8e.
colectaron 964 individuos en 22 de las 28 trampas activadas en 5 de los 8 sitios
muestreados, alcanzando a 6 especies de flebotontbistintas (Tabla 36). EI 70,9% de los
fleb6tomos se capturd en el estrato baja\y. neivai(81,7%), Brumptomyiaspp. (1595%),
Mg. migonei1,5%), Pa. Bigeniculatg0,7%) y complejo Cortelezzii(0,1%)); y € 29,1% de
los fleb6tomos se colectaron en el estrato alidNy. neivai91,5%), Mg. migonei3,2%), Ny.
whitmani (0,35%), Pa. bigeniculata0,35%) y Brumptomyiaspp. (4,6%)).
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Rururbano (Peri -  Rururbano

domicilios) (AD) Rural (AD) Remoto (AD)
Species (n trampas=37) (ntrampas=16)  (n trampas=20) (n trampas=28)  Total
Ab. % Ab. % Ab. % Ab. %
Ny. neivai 74 27,6 294 54,1 269 45,9 815 845 1452
Mg. migonei 168 62,7 171 315 84 14,3 19 2 442
Lu. longipalpis 18 6,7 0 0 0 0 0 0 18
Ny. whitmani 2 0,75 1 0,2 8 1,4 1 0,1 12
Pa. bigeniculata 1 0,4 1 0,2 4 0,7 6 0,6 12
gg:?eﬁ:fzj‘z’“ 1 0,4 0 o 1 0.2 1 01 3
Pi. pessoai 0 0 1 0,2 0 0 0 0 1
Brumptomyia sp. 4 1,5 75 13,8 220 37,5 122 12,7 421
Total 268 543 586 964 2361

Tabla 36: Especiesy abundanciasde fleb6tomoshalladosen los distintossitios estudiados.

La razon promedio entre la abundancia de fleb6tomos hallada en el estrato bajo y el
estrato alto de los AD fue 2,3:1 (abajo: arriba) (Figura 3.9). Sin embargo, la prueba de
Wilcoxon para muestras pareadas no resultd en diferencias significativas entre los

estratos de altura para la presencia de fleb6tomos (Z =1,84; P = 0,0664).

1000 937

750 -+

500 - 447

Abundancia

250 -+ 171

73 103
4 6 2 1 | 6 5 0 o0
g W= - - e S — :
Nn B MmNw Pb CC Pp|[Nn B Mm Nw Pb CC Pp|
Abajo Arriba i

Figura 39. Abundanciatotal de fleb6tomos registrada en los dos estratos estudiados en los ates

dormideros de monos: 1,5 m (estratdajo) y aproximadamente 5 m (estratalto). Nn:Nyssomyia

neivai; B:Brumptomyiasp.; Mm:Migonemyia migoneiNw: Nyssomyia whitmani Pb:Psathyromyia
bigeniculata; CCCortelezziicomplex; Pp:Pintomyia pessoai
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Por otro lado, la pruebade Chicuadrado de independencia entre las especies de
flebotomos presentes y losdistintos ambientes resulté en una asociacion significativa
entre dichas variables & = 977,09, P < 00001). Las especiesncluidas en el analisis
fueron: Ny. neivaj Mg. migonej Lu. longipalpis Ny. whitmani y Brumptomyia spp. Las
especiesPi. pessoai el complejoCortelezzij y Pa. bigeniculatano se tuvieron en cuenta
debido a susbajas abundancias por fuera delos requerimientos del andlisis. Estos
resultados también se reflejan en el diagrama de prfiles multivariados, donde cada
especie mostré un patrén diferentey todos se diferenciandel perfil promedio (Figura
3.10A). En elACSel Eje 1,el cual representa la contribucion més alta al estadistico chi
cuadrado, explico el 72,68% de la inercia de los datog se puede observar &u. longipapis
y Mg. migoneiasociadaspositivamente con el ambiente rururbano,y Lu. longipalpisadn
mascon los peridomiciliosrespecto de lo esperaddajo independenciaMientras queNy.
neivai se registra asociada positivamenteon el ambiente remotoy rural, y en forma

negativa respecto a los ambientes rururbanos (Figura BOB).
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Figura 310. A) Diagrama de perfiles multivariados: se observalos perfiles de las abundancias
relativas de cada especie dileb6tomos segun losambientes estudiados. B) Resultados delndlisis de
correspondencias simple(ACS)

Identificamos aNy. neivai como la especie asociada predominantemente cgh caraya
siendo la que se registré con mayor abundancia en las copas de Ad3s durante la noche
en la IB y también en el PPSC, mientras gue. longipalpisy Mg. migoneise encontraron

asociadas con los ambientes peridomésticos de SCy R.
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3.4- Discusion de resultados

3.4.1- Infeccion por Leishmaniaen Alouatta caraya

Las muestras obtenidas de los monos aulladores presentararfeccion natural porL. (V.)
braziliensis L. (L.) amazonensigL. (L.) infantum detectandoindividuos infectados en los
tres ambientes relevadosLa infeccion por leishmanias fue registrada en varias especies
de primates platirrinos, nuestro estudio registra por primera vezestos parasitos para
monos A. caraya en vida libre, y también el primer registro deL. (L.) amazonensien la

region noreste de nuestro pais.

Como ya mencionamosla LT en nuestro pais es usualmentecausada porL. (V.)
braziliensis la especie mas frecuentemente registraden la regiéon Nuestros resultados

paralL. (V.) braziliensisestan en consistenciaan el registro histérico de su endemicidad
en la region (Salomaé y col, 2006; Salomoén y col.2008b). Sn embargo, no detectamos
infeccion por L. (V.) braziliensieen losmonos de los sitios rururbanos,posiblemente un

mayor numero de muestras permitasu deteccion Asimismo,en los ADs de los tres
ambientes estudiadosjncluidos los ADs del area rururbang encontramos alos insectos

vectores deL. (V.) braziliensiscomoNy. neivajMg. migonely Ny.whitmani.

Los casos de L\anina y humanaen la provincia de Corrientesson atribuidosa L. (L.)
infantum, aunque no hay diagnéstico registrado, la provincia de Corrientes comparte el
bioma ecolégico con su contigua provincia de Misiones, endémica para la LV, en donde se
ha reportadoa L. (L.) inentum como agenteetiologico de leishmaniasis visceral urbana
por medio de diagndsticos moleculares (Moya y col., 2017). El hallazgold€L..) infantum
en los monos de loADs rururbanos (SC)apoya dicha extrapolacion de resultados, §os
sugiere diferentes escenarios ecoepidemiolégicos posibles que los monos sm
potenciales fuentes de infeccidpara las familias humanas perros vecinos a losbosques
habitados por los aulladoresgue estos grupos de primateadquirieron la infeccion desde
algunfoco de transmisiéndomésticode LV caninacercano a los parches de bosque donde
habitan los monos o que la presencia del parasito podria deberse a la circulacién
enzodtica del parasito(Salomon y col.2011c), involucrando a otros animales silvestres
como por ejemplo el zorro gris pampeanol{ycalopex gymnocerc) el zorro de monte
(Cerdocyon thous(DaSilva y col,2021). Asimismo, bk infeccion porL. (L.) infantumen los

monos dela IB, los cuales mantienen escaso contacto con el ambiente doméstmadria
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deberse a la circulacién enzodtica del parasito en la Isiayolucrando a otros animales
como canidos silvestres(DaSilva y col,2021), o a un foco de transmision proveniente de
la urbanizacién cercana comoperros que circulan junto a pescadorg u otras personas

locales

Por otro lado, las secuencias del. (L.) infantum revelaron cierto polimorfismo

nucleotidico (cuatro bases)entre las muestras provenientes de IB y lss de SCEste
polimorfismo identificado en la region ITS-1 del ADN ribosomal,sugiere una posible
diferenciacion genética delL. (L.) infantumentre ambos sitios No obstante, este patron

requiere confirmacion mediante un analisis con un mayor numero de muestras.

Detectamos por primera vez la infeccidén pok. (L.) amazonensisn el roreste de nuestro
pais. Este parasito ya habia sido registrado en el noroeste argentino, como en la provincia
de Saltaen personas cursando una leishmaniasis cutdnea (Frank y col., 20@3arcia
Bustos y col.,, 2016).Se destaca que es detectaron monos infectados con L. (L.)
amazonensien los sitios rurales y rururbanos, uno de ellos en emfeccion conL. (V.)

braziliensis y ninguno en el ambienteéemoto de la IB

A pesar de la reciente urbanizacion y expansion de (L.) infantumen laregién (Salombdn

y col., 2015) la hipétesis de permanencia del ciclo enzo6tico con contacto excepcional con
humanos se propuso en los primeros reportes déu. longipalpis después de haberlo
encontrado durante mas de 50 afios asociado a registros dispersos de LV humana e
Argentina (Salomény col., 2001). El escenario par&a. (L.) amazonensipodria ser muy
diferente, su expansion es aparentemente mas reciente (Azere@@mutinhoy col, 2007;
Recaldey col, 2019), con vectores desconocidos en Argentina, y probablementerpdas

y reservorios distintos que los implicados pard.. (L.) infantum Por lotanto, puede ser
gueel contacto del. (L.) amazonensison poblaciones de animales silvestres mas remotas
como las de IBaun no hay sucedidq o que la tasa de infeccion sea muy bajanp la
estamos detectando. Asimismo, consideramos que la caracterizacion lds parasitos

causantes dd_Cen la regién aportariamayor comprensiona nuestros resultados.

Ninguno de los monos con resultado positivo n@senté lesiones u otros sintomas
compatibles con la enfermedad, esto coincide con lo reportado por Santos y Oliveira
(2020), donde mencionan que las infecciones en monos de vida libre parecen ser
asintomaticas como también hay infecciones asintomaticaméhumanos (Moreno y col,

2002).La ausencia de sintomas podria significar que estos parasitos, o la carga parasitaria
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gue mantienen, no afectan la salud de estos animal&n embargo,cabemencionar que
dos animalesdel PPS(resentaron lesiones cutaneas, y ambos pertenecen al grugel
mono en el que se detectod la infeccion mixta padr. (L.) amazonensig L. (V.) braziliensis
En otros estudios de infeccion experimental cor. (V.) braziliensig/ L. (L.) amazonensis
en Sapajts apella hallaron parésitos alojados cerca de la superficie de la pjef en las
infecciones conL. (L.) amazonensise registran lesiones de corto términoque forman
nédulos y se van cicatrizandoEn cambio,en las lesiones causadas pdvr. (V.)braziliensis

los nédulos terminan en ulceraciones espontaneas, las ulceras duran mughéstiempo
que en las infecciones poL. (L.) amazonensiéSilveira y col, 1990). Estos datos podrian
coincidir con lo hallado en los monos con lesiones del grupo Qliitia, pero los animales
resultaron negativos para la PCR sobre tejido de oreja y sobre tejido de lesion, lo cual
puede ser porque efectivamente eran negativos a la infeccion, o porque la técnica no fue
lo suficientemente sensible para detectarla, y en elbso de las lesiones por el tiempo

transcurrido hasta el analisis de las muestras.

A partir de estos resultados nos queda abierta la pregunta sobre el origen de esas lesiones
y si podrian deberse a la infeccion pok. (V.) braziliensi® L. (L.) amazonensig-uturos
andlisis de muestras bioldgicas de estas poblaciones de monos aulladores podrian

dilucidar estos datos.

3.4.2- Fleb6tomos asociados a arboles dormideros ddouatta carayay

ambientes peridomésticos

En lalB (ambiente remoto) seregistro la mayor abundanciade fleb6tomos, seguido por
el ambiente rural, rururbano y peridoméstico. Las especiate flebétomosque detectamos
representan ala diversidad previamente registradaparala zona(Bejarano & Duret, 1950;
Salomony col, 2008b; 2009b; 2011a,b; Rosay col, 2010; Szelagy col, 2018a), excepto
para la presenciaNy. whitmanien la IB que representa el primer registro para la provincia
de Chaco.

Nyssomyia neivafue la especie mas abundanten los ambientes rururbano, rural y
remoto, sequida por Mg. migonej la dominancia deNy. neivaien la regidén es consistente
con los registros previos en la ecoegion del Chaco humedo y en particular, en las islas

del rio Parana (Salomén y cql2008b; Rosa y col.2010; Santos y col.2018; Szelag ycol.
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2018a). Szelag y col. (2018 hallaron una codominancia deNy. neivaiy Mg. migoneien
localidades cercanas a la IB en ambientes rurales y periurbanos, por lo que nuestros
resultados sugieren queNy. neivaipodria prevalecer sobreMg. migoneien ambientes

menos perturbados como es la IB.

Lutzomyia longipalpis se registr6 sdlo en los peridomicilios, y fue precedida en
abundanciapor Mg. migoneiy Ny. neivai Sin embargo,debemos tener en cuenta que la
alta abundancia paraMg. migoneies consecencia de la abundancia registrada en un
peridomicilio (132 de 168 individuos colectadog. Por otro lado, los resultados nos
muestran que Mg. migoneimantiene caracteristicas rurales y perurbanas a la vez que
estd en cercaniaa fragmentos de bosqueremanentes Estudios previos mostraron que
esta especie &8 usualmente asociada a vegetacion primaria y en abundancias menores
en vegetacionsecundaria, asi como tambiémentro y fuera de domicilios, y asociada a
refugios de animales domésticos (Rangel lyainson, 2009). Asimismo,Mg. migoneifue
registrado como vector deL. (V.) braziliensifSalomény col, 2004; Pita Pereiray col,
2005) y como vector putativo deL. (L.) infantumen Brasil y en nuestrgpais(De Carvalho
y col, 2010; Salomory col, 2010). Moyay cd. (2015) registraron por primera vez ADN
deL. (L.) infantumen Mg. migoneien Argentina. Nuestros resultados son consistentes con
lo registrado en estudios previos, sugiriendo qu&lg. migoneipodria estar conectandcel
ciclo de transmisitn zoondtico y antropozoonoético de las leishmaniasis (Santini y cpl.
2013).

Lapresencia de ciertas especies de fleb6tomos depende significativamente del ambiente,
estoes consistentecon otros estudios en la region dondeemuestra que la distribucién y
abundancia de especies esta asociada al grado de modificacién antrépgmbre los
ambientes naturales (Szelag col, 2018a). En los ADs de lases ambientes evaluadoda
especie predominante fueNy. neivaj el vector primario asociado a la LC a lo largo de las
areasendémicasde nuestro pais (Salomdéry col, 2004; CérdobalLanusy col, 2006). La
abundancia fue mayor en el ambiente remoto que en el ambiente rural y rururbano, donde

Mg. migoneipodria jugar un rol importante.

A partir del andlisis multivariado se observa queMg. migoneise asocia junto aLu.
longipalpis con el ambiente rururano yNy. neivaicon el ambiente remotq y que Lu.
longipalpis es la especie que mas se diferencia del perfil promedio en el diagrama de
perfiles multivariados y la especie que mas contribuye a la falta de independencia en el
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ACS.Esta especie solo fueencontrada en los peridomicilios, coincidiendo con los
antecedentes que muestran que el ambiente urbano es mas favorable para esta especie
(Rangely col, 2012). Resultados similares fueron reportados en otras localidades del
noreste argentino cercanas a ambienteslgestres (Salomoén y col., 2011a; 2011tSantini

y col, 2013; Szelag y c0).2014; Berrozpe y cd., 2017). Asimismo, registramos alLu.
longipalpis en dos viviendas localizadas a 3km del casco urbano y muy préximas a
fragmentos de bosque (50m)lo quepuede atribuirse a la capacidad de dispersion deu.
longipalpisen paisajesdiscontinuos (Oliveira y col, 2011),y sugiere que la dispersion de

la especie en esto sitios destudio es un proceso que esta ocurriendo desde el ambten

rururbano al ambiente rural.

Szelag y col. (2018a) registraromran variacionmensualen la abundancia ddas especies
en la regidn, entonces la diferencias que observamosgntre los ambientes podria estar
dadas por las variacionesestacionales, dado que los muestreos fueron realizados todos
en verano, pero en distintos meses Muestreos estacionales en estos sitios aportarian
importante informacion adicional sobre la diversidad y abundancia e fleb6tomos en los

sitios estudiados y erparticular enlos habitados porA. caraya

Respecto a los ADs, en el estrato vertical bajo se hall6 un mayor numercofldeétomos,
pero no obtuvimos diferencias significativas con las abundancias halladas en el estrato
alto. Las especies registradas en dacopas de los arboles, donde habitan los monos
aulladores, fueron casi las mismas halladas en el estrato bajo. Varios estudios en
Latinoamérica han reportado la distribucion vertical de flebétomos con diferentes
patrones de estratificacion DiasLimay cd., 2002; Cortezy col, 2007), peroen Argentina
este es eprimer estudio que registra la diversidad de fleb6tomos asociada a copas de los
arboles en bogjues naturales y asociada sitios dormideros de monos aulladoresLo que
contribuye a sustentar lahip6tesis de flujo parasitario entre los monos durmiendo en el
dosel y los humanos y animales domésticos o silvestres en el terreno préximo a la base de

los arboles.

Por lo tanto, en lugares con transmision activa de leishmaniasis, la presencia de
fleb6tomos competentes vectores de Leishmania sp. en las copas de los éarboles
dormideros de A. carayasumado anuestros resultados de infeccion y éos antecedentes
para otras especies de primates platirrinos, comA. guariba(Humboldt, 1812) (Primates:
Atelidae), Callicebus nigrifrongPrimates: Pitheciidae) (Spix, 1823)Cebus xanthosternos
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(Wied, 1820) (Primates: Cebidae) yAotus azarag(Primates: Aotidae) (Humboldt, 1812)
gue son susceptible a la infeccion(Malta y col, 2010; Acardiy col, 2013), podemos
sugerir que A. caraya podria ser un potencial reservorio de leishmanias en esos
escenarios Por otro lado, bs monos aulladores forman unidades sociales cohesivas,
especialmente a la hora de dormir, estos primateambién pueden estar funcionando
como recurso de alimento para los fleb6tomos, y por lo tanto como amplificadores de la

poblacion de vectores.

La interaccion entre los fleb6tomos y los monos podria ser un factor clave en el ciclo de
transmision de las leshmaniasen los paisajesrurales y silvestres. Y esta observacion
podria cobrar importancia dado que los monos aulladores pueden higér ambientes con
distinto grado de disturbio, desde selvas conservadas a bosques severamente

intervenidos antrépicamente.
3.4.3 Leishmania fleb6tomos yAlouatta caraya

La deteccidn dd_eishmaniaspp. y de flebétomos asociados monos aulladores, tanto en
ambientes mas antropizados como remotosj)os genera preguntas acerca de la actual
prevalencia de estogarasitos, la capacidad dé\. carayacomo reservorio, y lamorbilidad

de las leishmaniasisen esta especie de primateComo ya presentamos en la Tabla 3.1,
varias especies de pmates platirrinos son susceptibles a la infeccion pdreishmaniasp,,
nuestros registros demuestran la infeccion natural porLeishmaniaspp. enA. caraya,
sugiriendo la potencial participacion de estos animales como hospedadores en el ciclo de
transmision en la interface ambiental silvestre-urbana en esta regiéon Sin embargo,
estudios adicimales son neesarios para diucidar su rol como hospedador accidental o

reservorio de estos parasitos.

Respecto a los criterios para incriminar a una especie como reservorio de leishmangas

hay que evaluar a muchos de ellos para. caraya(Chavesy col, 2007; WHQO, 2010). La
superposicion en tiempo y espacio entre monos aulladores y casos humanos, el contacto
entre los monosy los vectores la longevidad de los aulladores y la disponibilidad de
parasitos en piel en animales aparentemente sangsodrian favorecer a su rol en el ciclo
de transmision de las leishmanias Por otro lado, lasobrevida con infeccion de los
aulladores, la identidad de parasitos entre humanosy monos requieren estudios

adicionales.
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Respecto al requisitade una prevalenciade infeccion mayor al 20%, la participacion deA.
caraya en la transmision zoonotica periurbana y enzodtica selvatica,podria darse
actuandocomo parte de una comurdad de reservorios y no comeel reservorio principal

o primario (Haydon y col., 2002). A pesar de ello, el reporte de ADN de tres especies de
leishmania patogénicas para el ser humano en la piel de individuos de carayaen
diferentes sitios y ambientes merece que se realicen mastegios para entender si ellos
son hospedadores accientales, en donde se produce unaansmision eventual desde
humanos(o animales doméstico¥ hacia animales swWestres en vida Ibre, o si los monos

cumplen algun rol epidemiolégico en el ciclgilvestre de las leishmaniasis.

Nuestro conocimiento actual respecto al impacto deeishmaniaspp. sobre la salud de las
poblaciones deA. carayaen vida libre es acotado. En consecuencia, creemos que los
estudios en epidemiologia, ecologia de los ciclos de transmis, y consecuencias clinicas
de las infecciones polteishmaniaen A. carayay sobre otras poblaciones de primates no
humanos, nos proveera de conocimientos mas profundos y seguros sobre la dinAmica de
estas enfermedades en laterface silvestre-doméstica Losresultados obtenidos, si bien
son relevantes,dado que estos parasitosno se habian registrado en hospedadores
mamiferos en vida libre en laregion, no nos permiten obtener inferencias eco
epidemioldgicas al respectoPor ello, consideramos qie serianecesarioprofundizar en
proximas investigacionespara evaluarlos distintos eslabones del ciclo de transmision
silvestre, como la infecciéren otras especies de mamiferasn vida libre,y la infeccién por

leishmanias en los fleb6tomosisociados dos ADs.
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Capitulo 4—Conclusiones interrogantes
gue surgen deesteestudio

Detectamosy confirmamosla infeccion pordos tipos de UDTs dé&. cruzipor T. minasensg
L. (V.) braziliensisL. (L.) infantumy por L. (L.) amazonensien las poblaciones de monos
aulladores A. carayadel noreste de la Argentina. Ademas, evaluamdts presencia de los
potenciales vectores de estos parasitos owidiendo espacio temporalmente con las

poblaciones deA. carayaestudiadas.

Hemos detectaddfrecuencias de infeccion con valores relativamentbajos en todos los
casos, excepto paral. minasense que fue hallado en la mayoria de los animales
estudiados y para los resultados de PCR del ADN del kinetoplasto que muestra valores
positivos en casi lamitad de los individuos Aunque l& prevalencias son bajasla
detecciénde hemoparasitos en monos en vida libre que soncausantes deenfermedades
infecciosasde alto interés para la salud publicaaporta informacién relevante sobrela
eco-epidemiologia de estos agentes patdégenos en el ambiente silvestre, tanto para su
potencial repercusidn sobre la salud humana como sobre la conservacion de las especies

de animalesen vida libre susceptibles

La posibilidad de transmision de estos hemoparasitos requiere de taincidenciaespacio
temporal del agente patdgeno, el hospedador, y el vector; lo cual hemos hallado en los
sitios de estudio a lo largo de este trabajo, principalmente parBeishmaniaspp. Los
resultados de infeccién porLeishmaniaspp. nos indican unaamplia distribucion del
parasito en la regién. Los casos de infecciébn en monos no parecen ser focos acotados sino
algo establecido en los sitios de estudio, lo que nos sugiere pensar en aiclo de
transmision silvestre potencialmente estable en la region. Estudiar la infeccién en los

fleb6tomos asociados a los monos aulladores aportaria a este interrogante.

Los resultados reflejan la importancia de los estudios en animalesivestres dado su
potencial rol en el ciclo enzodtico de agentes patdégenos. Los monos aulladores podrian
ser hospedadores e incluso reservorioputativos en el ciclo silvestre deT. cruziy/o
Leishmaniaspp. en la region. Resultados mas rigurosos, con un mayor numero des y

de muestras evaluadas, asi como también con nuevos muestreos de vectores, nos
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permitirian comprender mas precisamente la dindmica de transmisién de los agentes

patogenos hallados en las areas silvestres de la region.

Los analisis diagndsticos parda deteccion deTrypanosomaspp. y delLeishmaniaspp.
fueron realizados en diferentes laboratorios. Los protocolos de diagnéstiaan biologia
molecular en general estan puestos a punto con humanos o animales domesticos, lo que
genera dificultadestécnicas al momento de analizar muestras de animales silvestres.
Asimismo, en los analisis de diagnéstico molecular para la deteccion de cruzi hemos
ajustado los protocdos mientras ibamosavanzando en los resultadosPor ejemplo, la
deteccion deT. minasensgor un protocolo que era inicialmente utilizado para diferenciar
entre Leishmaniasp.,T. rangeliy T. cruzien muestras clinicas y/oBlastocrithidia sp. en
muestras vectorialesdejé en evidencia la necesidad de indagacion y plasticidad para con

los métodacs ya establecidos, cuando los utilizamos en muestras de animales silvestres.

Cambios masivos en el uso de la tierra, entre otros efectos, usualmente resultan en un
incremento de la probabilidad de transmision cruzada de parasitos en tanto el contacto
entre aulladores y humanos y sus animales domésticos asociados se incrementa. Moes
actual conocimiento respecto al impacto de la infeccion pdos hemoparasitos hallados
en este estudiosobre la salud de las poblaciones d&. carayaen vida libre, es escaso. En
consecuencia, nosotros creemos que las investigaciones en epidemiologtalogia de la
transmision, y las consecuencias clinicas das infeccionesen A. carayay en otras
poblaciones de primates no humanos proveeran informacion mas precisa acerca de la

dindmica de esta enfermedadesen lainterface domésticasilvestre.

Interrogantesgeneradosa partir de los resultados:

1 ¢Esta activoel ciclo de transmision enzodticale T. cruzi L. (L.) infantum L. (V.)
braziliensisy L. (L.) amazonensien los paisajes naturales de la regién donde se
realizo el estudio?

1 ¢Como adquirieron la infeccion porT. cruzilos monos aulladores y qué rol tienen
en el ciclo enzodtico del parasito?

1 ¢Cuanto podrian los monos infectados aportar a la transmision vectorial dle
cruzi, L. (V.) braziliensisL. (L.) infantumy L. (L.)amazonensign estos ambientes?

1 ¢ Podria haber un ciclo de transmisién vectoriarbéreo de T. cruzien estos sitios?
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¢Podria haber un ciclo de transmision vectoriahrboreo de Leishmania sppen

estos sitios?

¢, Qué consecuencias en la salud y la conservacionAleuatta carayale pueden

traer las infecciones por tripanosomatidos hallada?
¢, Como adquirieron la infeccion pofl. minasensés monos aulladore®

¢Los fleb6tomos presentes en los sitios de estudio de qué especiesnaamiferos
se alimentan mayormente en el ambiente silvestre? ¢ Se encuentran infectados por

Leishmaniaspp.?
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Abreviaciones:

SC: San Cayetano

IB: Isla Brasilera

PPSC: Parque Provincial San Cayetano
EBCo: Estacion Bioldgica Corrientes
AD: Arbol dormidero de monos

ID: Identificacion
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Anexol

Comité de Evaluacion Etica Monteagudo 2510
: de Investigaciones Biomédicas 2700 Pergamino
¥ del Instituto Nacional de Enfermedades Argentina

Virales Humanes “Dr. Julio |. Maiztegui”

Pergamino, 1 de abril de 2009.

Sra. Directora

Dra. Delia Enria

INEVH “Dr. Julio Maiztegni™
TR O |

De nuestra consideracion:

Tenemos el agrado de dirigimos 2 Ud. a los efectos de comunicarle que este Comité, previo
profundo andlisis del comtenido del Protocolo “Actividad del virus de la Fiebre Amarilla y otros
Arbovirus de importancia sanitaria en primates no humanos, roedores vy mosquitos cn el noreste de
Argentina” y habiendo efectuado las recomendaciones que figuran en el acta de la reunion
mantenida en ¢l dia de la fecha, considera que ¢l mismo retine los requisitos de ética esenciales que
hacen viable su puesta en marcha.

No teniendo otra observacion que realizar, le comunicamos por la presente nucstra
aprobacion.
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ID NUMBER:

Tu nombre:

& l!ll}l.-l&uM ~—
Monkey identification Card
Front of card used for written descriptions of key traits.

Troop: ___ Name: Date:
AgeandSex: ____ (Date of birth and mother’s name)
Pelage:
Head hair:

Face color:

Ears:

Dermal skin:
QOther:

Name:

Back of card has printed monkey faces used for drawing in the location, size
and configuration of pigment spots, scars, and similar blemishes.

+
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Medidas del cuerpo

Parte del cuerpo Medida | Comentarios

Largo de cabez@ucafrente)
Ancho de cabeza (frente)
Altura de cabeza (cara)
LARGO TOTAL
Cabezgnucaycomienzo de cola
Largo de cola y cola digital
Alto oreja der e Izq

Span de brazos

Span de piernas
Rodilla-cabeza de fémur
Tobillo-rodilla
Tobillo-metatarsginicio dedos)
Largo de planta de pie
*Dedo largo del pie

Altura de planta

Largo de mano

Mufieca a comienzo de dedqg
Ancho de palma

Altura de palma
Mufecacodo
Codocabeza de humero
Altura de pezén

Ancho de pezon

Area de lactacion
Canino bajo der izq
Canino Alto der izq
Largo de genitales
Ancho de genitales

Altura de genitales
Notas: Cicatrices faciales: ubicacion, hdgi abierta/curada, nimerdarcasen las orejas: ubicacién, herida
abierta/curada, numero

Incluya comentarios como: ¢ los dientes son blancos y no estan desgastados?, ¢han erupcionado todos los dientes
permanentes?, ¢ hay dedos faltantes?, ¢hay lesiones? y cualquier otra infosteacate.

NUMERO DE CARAVANA Y MARCAS:

PESO DEL MONO:

TIEMPO DE INICIO y FINALIZACION DE TRABAJO

DIENTES: LADO BAJO IZQUIERDO MAS INCISIVOS BAJOS. LIMPIAR ANTES.
COMENTARIOS
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CAPTURAS CARAYA2010. FI CHA DE CONTENCI ¢EN QUEMI C/
Fechaé ./é ./10Lugar : ééeeéeéeéeceéeéécee Caravana . ¢ ee é (-)
Nombreé é 6 6 ééééééé.ééééé Tropapeéé éééeééeeéeéeéeéécéeé.
Edadé é € é é é é . Cria( ). Juvenil( ) Adulto( ). Senil(). Sexo:M(). H().
Estado de NutriciorObeso( ). Excelente( Bueno( ). Regular). Malo( ). Caquexia( ¢ é é
Constitucion: Fuerte( ). Débil( ). Temperamento: Lintéco( ). Sanguineo()
CondiciénSocial:Aisladq ). Parejd ). Grupq ). Temp. Ambienteé é é .

éé.
£

7 7

Peso Estimé .é Kg. Dosis Estim.é &€ &€ é é é -é ....mg/Kg.é .é é € é é -€ é .mg/Kg
Peso Realé é ..Kg. DosisReale é & .& .6 é -6 é .mg/Kg.éee. é. é&é .mg/Kg
Hora Droga Tipo® | Dosis (ml)| Medio/Vig | Exito® | Efectd

1. Tipo: T Tranquilizante (prenestésico) 2. Medio Aplicac.: 3. Exito de 4. Efectos: @ Ninguno
I- Inmovilizante (inductor / anestésico) Ji Jeringa Aplicacion: (estados) 1 Ligera anestesia
S- Suplemento (p/ obten. plano deseadq Ci Cerbatana 21 Moderada Anest.
M- Mantenimiento (dosis extras para R Rifle Ti Total 31 Profunda Anest.

Mantener el plano) Pi Parcial 47 Excesiva / Prof.
A- Antagonsta Via: IM N1 Ninguno 51 Deceso
O- Otros SC
\Y
Lugar de Impacto del dardq Desequilibrio| Dormido en Arbol| Bajado Apto
Hora | FR FC T° | TRC | Pulso| R.O. COMENTARIOS

Final de la Intervencian
Limpieza( ) Cicaderma(.)Curabicheras(.)Colirio()ée € ¢ € € é é é éé e e éeeéeeéé.

7

eééeecéeeééeecééeeceéeéecééeecéeecééecéeecéeéececée
Recuperacion de la Anestedidormal ). Prolongad@). Deces@). € é é éhlsé é é ¢ € €
Eééééeécécécécecéeéeéeceécecéeceeceeeeceeeeecéeecece
Evaluacion de IaAnestesiaExcelenté ). Buend ). Regulaf ). Mala( ). € € é é é é é % é

Responsabile:



Anexo 3

Planilla datos ambientales trampas de Noireau

Planilla n°: Fecha:
Localidad: Dormidero:
Pto. n° de i .
Lugar de coloc Sp. de arbol | Altura de coloc Observaciones
GPS | trampa
n° de Hs de Hsde T° T Humed. | Humed. T . . H
) _ _ i T°min | H max i
trampa | coloc retiro coloc | retiro coloc retiro max min

Observaciones:
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Anexo 4: Planilla de datos ambientales de la captura de fleb6tomos

Nombre de unidad de muestreo: Fecha:

1. Ubicacién geografica

Provincia: Responsable Muestreo:
Minicipio: Tomador de datos:
Nro. Foto:

2. Sitio muestreado

Direccion
Nombre familia:

3. MICROSITIO (Trampa)

Latitud (GPS): Longitud (GPS):
Altura terreno (GPS):
Lugar d.e, .| Gallinero Perro Arbol c/gallinas Chiquero otros
colocacion:
Fecha Hora coloc. Hora retir. Tmin Tmax HRmin HRmax

4. VARIABLES PARA CADA MICROSITIO (repetir en caso de mas de 1 micrositio)

SUELO(2x2 mts alrededor de la trampa)
% de coberturan-25% 25%0% 5075% 75100%

% de sombra: -D5% 25%0% 5075% 75100%
N° de estratos:

N° de arboles presentes en area de 1ndtdos:
Nro. frutales:

Nro. sin hojas:

5. Caracteristicas de la Unidad Doméstica:
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m2Totales: Esquema de vivienda (croquis):
m? domicilio:
m? Peridomicilio(todo lo exterior):
I_[> % cemento:
% tierra (sin vegetacion):
% vegetaciérfincluye huerta y macetas):
% pasto <20 cm
% pasto >20 cm
Cantidad de arboles totales:
# Frutales:

Nro. de macetas presentes:

ANIMALES #perros: #gallinas: #chanchos: Otros (numero y tipo):

Se inunda alguna zona del peridomicilio? NO/ Sl mocupados por fimateri al

Sl: ¢ Cuantos #?

6. Caracteristicas del entorno

La vivienda fue fumigada?. (o (VL=
Registro de inundaci-n de menos de 5 afos?: ééééé
Basural permanente a menos de 300 metros: ¢ééééé.
Tieneé. agua de red?.
energia eléctrica?..........cccvveeeeeiiicieneenenns SI/NO
recolecci-n de residuos?. ... .. .. .. .. .....
NOé. Quema / Entierra [ T
alumbrado pUblICO?.......c.cooiiiiieiie e .SI/NO
cloaca () €é)épézOtcbe@o) ééeéé.
En |l a veredaé hay 8rbol es? SI / NO
hay vegetacion? Sl / NO Sl: % cubierta por: vegetaciéon < 20 cm:
vegetacién > 20cm:;
Material de la calle: Tierra () Empedrado () Asfalto () Ripio ()

Escriba aqui todo tipo de observacion / variable adicional que considere pertinente para el
sitio donde coloco la trampa. Incluya informacion si alguna trampa resultd defectuosa /
bateria descargada, etc.
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