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CIRCULACION ENZOOTICA DE ALFAVIRUS EN AREAS NATURALES
PROTEGIDAS DEL CORREDOR VERDE MISIONERO, ARGENTINA.

Palabras claves: alfavirus, arbovirus, hospedador, vector, ciclos selvaticos de transmision,
anticuerpos neutralizantes, provincia Paranaense, provincia del Bosque de Araucaria, areas

protegidas, Bosque Atlantico.
Resumen

En los ultimos afios, las infecciones por alfavirus han resurgido y aumentado su
incidencia, impulsado por factores tales como el cambio climéatico, cambios en las
poblaciones de vectores y hospedadores, la globalizacién, actividades antrdpicas que
perturban los ecosistemas y mutaciones genéticas que facilitan el spillover de los virus.
Los ecosistemas megadiversos, como el Bosque Atlantico, son escenarios potenciales para
la emergencia o reemergencia de estos virus. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la existencia del mantenimiento enzodtico de alfavirus en areas naturales
protegidas (ANP) del Corredor Verde Misionero. Para ello se realizaron encuestas
serologicas en aves y roedores para detectar anticuerpos neutralizantes (ACNT) contra los
virus Madariaga (VMAD), virus Rio Negro (VRN) y virus Mayaro (VMAY) mediante la
técnica de neutralizacion en monocapa de células Vero. La seroprevalencia global hallada
fue del 0,4% (3/722) para el VMAD y 1,6% (7/438) para el VMAY, mientras que no se
encontraron animales con AcNT para el VRN. Todos los roedores con AcNT para VMAD
y VMAY, pertenecian a la especie Akodon montensis, la cual se caracteriza por su
dispersion limitada, reflejando asi la infeccion local. En cuanto a las aves, Tachyphonus
coronatus (Frutero coronado) fue la Unica que presentdé AcNT contra VMAD. Estos
hallazgos sugieren la circulacién enzodtica de VMAD y VMAY en el Corredor Verde
Misionero, con roedores y aves como potenciales hospedadores, aportando asi al
conocimiento sobre la presencia de estos virus de importancia para la salud humana y

animal.



ALPHAVIRUS ENZOOTIC CIRCULATION IN NATURAL PROTECTED AREAS
IN THE GREEN CORRIDOR OF MISIONES, ARGENTINA.

Keywords: alphavirus, arbovirus, host, vector, sylvatic transmission cycle, neutralization
antibodies, Paranaense province, Bosque de Araucaria province, natural protected areas,
Atlantic forest.

Summary

In recent years, alphavirus infections have resurged and increased in incidence,
driven by factors such as climate change, changes in vector and host populations,
globalization, anthropogenic activities that disrupt ecosystems, and genetic mutations
facilitating virus spillover. Megadiverse ecosystems, such as the Atlantic Forest, are
potential scenarios for the emergence or reemergence of these viruses. This study aimed to
assess the existence of enzootic maintenance of alphaviruses in natural protected areas
(NPA) in the Green Corridor of Misiones. For this purpose, serological surveys were
conducted on birds and rodents in these NPA to detect neutralizing antibodies (NtAb)
against Madariaga virus (MADV), Rio Negro virus (RNV), and Mayaro virus (MAYYV)
using the neutralization technique. The overall seroprevalence was 0.42% (3/722) for
MADV, 1.6% (7/438) for MAYV, while no NtAb were found for RNV. All rodents with
NtAb for both MADV and MAYV belonged to the species Akodon montensis,
characterized by its limited dispersion, thus reflecting local infection. As for birds, the
species Tachyphonus coronatus was the only one to present NAbs against MADV. These
findings suggest the enzootic circulation of MADV and MAYYV in the Green Corridor of

Misiones, with rodents and birds as potential hosts.



Introduccién

Los arbovirus son un grupo polifilético de virus que requieren de un artropodo
hematdfago, como mosquitos, garrapatas y flebdtomos para su transmision y dependen de
ciclos complejos para mantenerse en el ambiente, a diferencia de otros virus que pueden
persistir en el ambiente (ejemplo, Influenza) (Weaver & Reisen, 2010). La principal forma
de transmisién es la bioldgica que involucra la interaccion de tres componentes: el virus, el
vector y el hospedador, aunque hay otras formas de transmisién menos frecuentes como la

vertical o directa, entre otras (Kuno & Chang, 2005).

Para que la transmision biolégica de un arbovirus sea exitosa necesita de un vector
competente y un hospedador vertebrado susceptible. Se considera que un vector es
competente cuando es capaz de adquirir, mantener y transmitir el virus. Para ello, el
artropodo debe ingerir una cantidad minima infectiva del virus cuando se alimenta de
sangre de un hospedador virémico. Una vez en el intestino del artropodo, el virus debe
infectar el epitelio intestinal y replicar en las células epiteliales para posteriormente
dirigirse al hemocele y diseminarse por medio de la hemolinfa a otros 6rganos del vector,
llegando finalmente a las glandulas salivales. Una vez en el interior de las glandulas, debe
replicar en ellas y ser liberado a traves de la saliva hacia el hospedador vertebrado en la
proxima ingesta (Fig. 1). Es decir, en un vector competente, el virus debe infectar y escapar
de las barreras anatémicas del intestino y las glandulas salivales (Kuno & Chang, 2005;
Rickert & Ebel, 2018). El tiempo que transcurre entre la infeccion del vector y la
transmision del virus se denomina periodo de incubacién extrinseco (PIE), que puede durar
en promedio entre 3-7 dias, en el caso del virus chikungunya o ser mas largo en el caso del
virus dengue, que dura en promedio entre 8-12 dias. Por lo que la duracion del PIE
depende del virus y esta influenciado por el artrépodo vector y las condiciones
ambientales, particularmente por la temperatura. Por otro lado, esta el periodo de
incubacion intrinseco que es el tiempo desde que el virus ingresa al nuevo hospedador
susceptible hasta que éste se vuelve virémico, comenzando nuevamente el ciclo de
transmision (Kuno & Chang, 2005; Rickert & Ebel, 2018; Guzman et al., 2020).



Fig. 1. Ruta de infeccion por un arbovirus en el cuerpo del mosquito, mostrando las
principales barreras que debe superar para poder transmitirse a traves de su
picadura. 1: Sobrevivir al sistema digestivo y replicarse en el epitelio del intestino medio.
2: Superar la lamina basal que rodea al intestino. 3: Diseminarse por el resto del mosquito
a través del hemocele. 4: Alcanzar las glandulas salivales y superar su barrera. Imagen
modificada a partir del original de Riickert & Ebel (2018).

En los altimos tiempos, la propagacion geografica de estos virus se ha visto
potenciada por el cambio climatico y por la actividad humana que lleva a la degradacion
ambiental y cambios en los ecosistemas, alterando las poblaciones de vectores y
hospedadores (Anyamba et al., 2012). Esto es principalmente consecuencia de un gran
crecimiento poblacional que impulsa la urbanizacion de espacios naturales, incrementando
las oportunidades de contacto con los vectores selvaticos, y a su vez por el avance de la
frontera agropecuaria que conlleva altas tasas de deforestacion (Jones et al., 2008). Por
otro lado, la globalizacidn facilita la dispersion de los virus a largas distancias gracias a los
viajes humanos y la dispersion de reservorios animales y/o sus vectores artropodos (Pfeffer
& Dobler, 2010). Como consecuencia del desplazamiento de los arbovirus, los problemas
de salud anteriormente restringidos geograficamente ahora toman dimensiones globales,
como ocurrié con el virus chikungunya (Weaver, 2013; Gould et al., 2017). Ademas, el
cambio climéatico incrementa el riesgo de transmision de arboovirus, incluso en areas
donde las condiciones climaticas previamente limitaban la supervivencia de estos vectores

y patdgenos (Weaver & Reisen, 2010; Rupasinghe et al., 2022).

Un potencial escenario para la emergencia o re-emergencia de estos virus son los

ecosistemas megadiversos como es el caso del Bosque Atlantico, reconocido como una de



las ecorregiones con mayor diversidad bioldgica del mundo (Bellard et al., 2014). Abarca
las regiones de la costa de Brasil, el este de Paraguay y el noreste de Argentina donde esta
representado por las provincias biogeogréficas Paranaense y Bosque de Araucaria (Myers
et al., 2000; Arana et al., 2021). En Argentina este bioma esta conservado bajo una red de
areas naturales protegidas nacionales, provinciales y privadas a lo largo del Corredor Verde
Misionero (Di Bitetti et al., 2003). ElI Bosque Atlantico alberga una gran diversidad de
especies aptas para el mantenimiento de los arbovirus, lo que permite que los ciclos
enzooticos transcurran frecuentemente de forma silenciosa y que pasen desapercibidos en
la naturaleza (Gubler, 2001). Este escenario de virus limitados a compartimientos
selvaticos o enzooticos se estd viendo afectado por las actividades antrGpicas previamente
mencionadas, que a través de la pérdida y fragmentacion de las areas naturales, impactan
negativamente sobre el servicio ecosistémico que la biodiversidad brinda. Este servicio
ecosistemico consiste en la capacidad de la biodiversidad para diluir el riesgo de
emergencia de las enfermedades infecciosas (Holz & Placci., 2003; Keesing et al., 2010;
Smichowski & Contreras, 2020). Es decir, se podria estar alterando la estructura de las
comunidades biolégicas que mantienen estos virus en los compartimientos selvaticos,
aumentando la posibilidad de que estos virus salten a los seres humanos y animales
domésticos (spillover) (Keesing et al., 2010). Por lo tanto, las enfermedades zoondticas
emergen como un foco de interés clave en la salud publica y marcan la indivisible relacién
entre la salud humana, de la vida silvestre y los ecosistemas, en un concepto de Unica salud
(one health) (Daszak et al., 2000; Kahn et al., 2009). Los alfavirus parecen un interesante
modelo para el estudio del salto inter-especifico y la urbanizacion de las zoonosis (Griffin,
2013).

Género Alphavirus

Dentro de los arbovirus, los virus del género Alphavirus (familia Togaviridae) han
incrementado su incidencia y potencial de dispersion con consecuencias para la salud
humana y animal (Azar et al., 2020). Con la excepcion de dos especies, el Virus de la Foca
Elefante del Sur y el Virus de la Enfermedad Pancreética del Salmén, todos los alfavirus se
mantienen en ciclos de transmision entre mosquitos (principalmente) y hospedadores
vertebrados (humanos, primates no humanos, équidos, aves, anfibios, reptiles, roedores y
cerdos) (Griffin, 2013).
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Son virus envueltos, de simetria icosaédrica y un didmetro de aproximadamente 70
nm (Fig. 2). Su genoma consiste en una cadena simple de ARN con polaridad positiva, que
actua como molde para la replicaciéon y como ARN mensajero viral para la sintesis de
proteinas. Este mismo est& organizado en dos regiones principales: en el extremo 5' con los
genes de las proteinas no estructurales (nsPS) ocupando dos tercios del genoma, y en el
extremo 3' los genes de las proteinas estructurales ocupando el tercio restante (Griffin,
2013) (Fig. 3).

Proteina de la
Capside Membrana

Fig. 2. Representacion esquematica de la estructura del virion de alfavirus.
Cépside envuelta, esférica, de 65-70 nm de diametro, con una simetria icosaédrica T=4
hecha de 240 monomeros. La envoltura contiene 80 espiculas, cada pico es un trimero de

proteinas E1/E2. Imagen obtenida de Viral Zone 2010, Swiss Institute of Bioinformatics:

https://viralzone.expasy.org/625.

El genoma viral esta dentro de una capside compuesta por la proteina C y envuelta
por una membrana lipidica derivada de la membrana plasmatica del hospedador, que
contiene las glicoproteinas virales E1 y E2 organizadas en trimeros, formando 80 espiculas
en la superficie viral. Los alfavirus poseen cuatro proteinas no estructurales (nsP1-4) que
desempefian un papel crucial en la replicacion del ARN viral y la produccion de ARN
subgendmico, a partir del cual se sintetizan las proteinas estructurales: C, E3, E2, 6K y E1.
Estas proteinas estructurales son esenciales para la entrada viral en las células
hospedadoras, la replicacién viral y la formacion de nuevas particulas virales (Griffin,
2013).
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Replication complex
Fig. 3. Representacion esquematica de la organizacion del genoma de los alfavirus
(Esposito & da Fonseca, 2017).

El virus ingresa a la célula por endocitosis mediada por las glicoproteinas virales
E1 y E2, un proceso que depende de varios factores como el pH y la presencia de
receptores especificos en la superficie celular. Estos receptores ain no estan
completamente caracterizados, pero podrian ser lectinas o0 moléculas conservadas. Tras la
internalizacion por endocitosis, un cambio en el pH dentro del endosoma provoca la
disociacion de las glicoproteinas E1 y E2, lo que facilita la liberacién del genoma viral

para su posterior replicacion (Leung et al. 2011; Griffin, 2013).

El género Alphavirus estd compuesto por 32 especies virales que se pueden dividir
en ocho complejos basados en caracteristicas antigenicas (Wanzeller et al., 2023). Por otra
parte, teniendo en cuenta su distribucion geografica original, estos virus pueden agruparse
en los alfavirus del Viejo y del Nuevo Mundo. Los del Viejo Mundo (virus sindbis,
chikungunya, 0'nyong nyong, entre otros) se encuentran predominantemente en Africa,
Europa y Asia, y se caracterizan por causar enfermedades febriles, con erupcion cutanea y
artralgia debilitante como sintomas comunes. Los del Nuevo Mundo o americanos, como
el virus encefalitis equina venezolana (VEEV), virus encefalitis equina del Oeste (VEEO),
virus encefalitis equina del Este (VEEE), virus Madariaga (VMAD), virus UNA (VUNA)
y virus Mayaro (VMAY), son neurotropicos, excepto el VMAY que produce un sindrome

artritogénico (Azar et al., 2020).
Virus Madariaga

El VMAD forma parte del complejo antigénico VEEE que posee cuatro linajes o
variedades. El linaje I, considerado como variante norteamericana (NA) o VEEE, es un
importante patdgeno neuroldgico a nivel veterinario y humano. Este ha sido detectado a lo

largo de la costa este de Canada y E.E.U.U., golfo de México, América Central, islas del
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Caribe, costa este de América del Sur, Brasil y Argentina (Go et al., 2014). Por otro lado,
los linajes II, Il y 1V, se encuentran en

América Central y del Sur (Arrigo et al.,
Y (Arrig VMAD

A“%\

2010). Debido a la divergencia genética y las
diferencias significativas en la ecologia,
epidemiologia y patogénesis, los aislamientos

sudamericanos de VEEE (I, HI, y 1V) son
Culex spp.

2,3

referidos como variantes sudamericanas (SA)
0 VMAD (Silva et al., 2017).

Ciclo de transmision enzoético

Las cepas de la variante NA estan
asociadas a una alta mortalidad en
equinos y humanos, mientras que las
cepas de las variantes SA, si bien causan
encefalitis y muerte en equinos, en
humanos la encefalitis severa es poco
frecuente (Aguilar et al.,, 2005). El
VMAD ha causado epizootias

esporadicas, de diferente magnitud,

Ciclo de transmision epizoético

algunas de ellas afectando a miles de

equinos de Argentina, Brasil, Venezuela y Fig. 4. Posible ciclo de transmision
Colombia. del VMAD

El virus fue aislado de mosquitos del
género Culex (Melanoconion) spp. y los estudios serolégicos indican que roedores y aves
podrian ser hospedadores potenciales al igual que murciélagos y marsupiales (Go et al.,
2014; Vittor et al., 2016) (Fig. 4).

En Brasil, en el 2009, se aislaron cepas a partir de caballos con sindrome
neuroldgico y recientemente en el 2019 nuevamente se notificé en la misma zona un brote
de encefalitis en equinos (Gil et al., 2021). En el afio 2010, fue asociado por primera vez a
enfermedad en humanos, durante un brote de encefalitis en equinos en Panama donde se

registraron 13 casos humanos (Carrera et al., 2013).

En Argentina, el VMAD fue aislado de un caballo enfermo en General Madariaga,

provincia de Buenos Aires en el afio 1930 (Sabattini et al., 1998). El ultimo brote
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registrado en equinos fue en el afio 1988 en la provincia de Chaco, donde ademas en 2019,
se detectd el genoma viral en Culex spp. (Stechina et al., 2019). Durante el periodo
interepizodtico entre 1977 y 1980, se realizaron encuestas seroldgicas en el noreste de
Argentina donde se detectaron anticuerpos contra VMAD en aves silvestres y caballos del
Chaco (Monath et al., 1985). En el norte de la provincia de Misiones, encuestas serologicas
en aves han demostrado la presencia del virus (Flores et al., 2017). A pesar de la historia
de su circulacion, se desconocen los potenciales vectores y hospedadores involucrados en
el ciclo de transmisién, aunque se cree que Culex spp. podria ser el principal vector de
VMAD, y tanto los humanos como animales domésticos, incluidos los equinos, no poseer
un rol en la amplificacion del virus (Aguilar et al., 2005).

Virus Rio Negro

El VRN o subtipo VI, forma parte del complejo antigénico VEEV conformado por
6 subtipos serologicamente diferentes (I al VI). EI VEEV fue aislado en 1938, a partir de
un equino enfermo durante un brote en Venezuela. En los afios siguientes, se aislaron e
identificaron virus relacionados con VEEV en mdltiples localidades de América del Sur,
América Central, Islas del Caribe y algunas regiones del sur de Estados Unidos (Griffin,
2013)

El subtipo | de VEEV fue subdividido serologicamente en cinco variedades, IAB,
IC, ID, IE y IF y el subtipo I11 en 1A, HIB, IHIC y HID (Young & Johnson, 1969; Weaver
et al., 2004; Weaver & Barrett, 2004).

Epidemioldgicamente el complejo VEEV estd clasificado en virus
epidémicos/epizooticos y virus enzooticos, segun sus ciclos de transmision (Fig. 5). Los
subtipos IAB y IC pertenecen al grupo de virus epizooéticos, los cuales emergen
periédicamente causando brotes que afectan a humanos y equinos (Powers et al., 1997;
Griffin, 2013), con altas tasas de morbilidad y mortalidad (Wang et al., 2005). A diferencia
de los equinos, los humanos no parecen actuar como amplificadores del virus debido a su
menor exposicién a las picaduras de mosquitos. Sin embargo, debe considerarse como una
posibilidad ya que los humanos pueden desarrollar titulos virales similares a los de los
equinos (Weaver et al., 2004; Pisano et al., 2013). Las principales especies de mosquitos
involucradas en el ciclo de estos virus serian Aedes spp. y Psorophora spp. (Carrara et al.,

2005), y mosquitos del género Ochlerotatus, como Ochlerotatus taeniorhynchus que
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probablemente sea el vector epizo6tico mas importante en América del Sur (Weaver
et al., 2004).

Por otro lado, los subtipos ID, VEEV
IE, IF, y del Il al VI no han sido s
originalmente asociados con epidemias g o ’;\
H H H o 9 VEEV subtipos
c
ni  epizootias, y son llamados & § 15, IE, [F;ydet |
enzodticos porque realizan su ciclo 5 N gl
() ; ,
.y - . o
biolégico en éareas naturales entre 3 % Hospedador
. (] 7\ i i
mosquitos  vectores y  roedores e finaleCiosms|

silvestres, aunque también pueden
participar otros animales silvestres
como aves o murciélagos (Aguilar et / -
% .:/{@ Psorophora spp.
al., 2011; Sotomayor-Bonilla et al., 'V Aedes spp.
Y/ * Ochlerotatus spp.
/;'\\\

VEEV subtipo
IAB Yy IC

2017). Estos generalmente son no
virulentos para equinos e incapaces de

amplificar en ellos, no obstante, la

Ciclo de transmision
epizoodtico

mayoria de estos subtipos si pueden
provocar enfermedades en humanos

(Weaver et al., 2004). A su vez se Fig. 5. Ciclo de transmision del complejo

VEEV. La linea de puntos representa la
postula la posibilidad de la evolucion  emergencia de cepas epizodticas a partir de

periédica de cepas epizodticas de los mutaciones de cepas enzooticas.
subtipos IAB, IC y IE, a partir de
progenitores enzooticos de VEEV (Weaver et al., 2004).

Diversos estudios seroldgicos, desde la década de 1950, mostraron la presencia de
mas de un subtipo enzootico en las regiones subtropicales de Argentina (Camara et al.,
2003; Pisano et al., 2012; Pisano et al., 2013). En 1955, se encontraron anticuerpos en
sueros humanos de la provincia de Cordoba (Bettinotti et al., 1957). En 1980, se aislaron
19 cepas enzooticas de VEEV en mosquitos de la provincia de Chaco, incluido el subtipo
VI o VRN (Mitchell et al., 1985). En esta misma investigacion epidemioldgica, se
encontraron anticuerpos en equinos en todas las provincias estudiadas (Céordoba, Santa Fe,
Santiago del Estero, Chaco y Corrientes), mientras que en el caso de roedores, sélo se
detectaron sueros positivos en la provincia de Chaco (Monath et al., 1985). En 1989, el

VRN fue el agente causante de un brote de enfermedad febril aguda en humanos, similar a
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la infeccién por el virus dengue, en la provincia de Formosa, ya que se detectaron
anticuerpos contra este virus (Contigiani et al., 1993). En 1991, se aislaron cepas de VEEV
pertenecientes al VRN en roedores del género Akodon capturados en Formosa (Céamara,
1997) y en ese mismo afio se demostré presencia de anticuerpos en humanos para los
subtipos del VRN y IAB en Formosa (Camara et al., 2003). Asi mismo, Pisano et al.,
(2012) han detectado VRN en mosquitos de Chaco, Tucuman y Cordoba, y virus pixuna
(subtipo 1V) en mosquitos de Chaco y Tucuman, demostrando la presencia y actividad de
estos virus en la region norte-centro de Argentina. A su vez, se vio que VRN también
circula en Paraguay ya que se han encontrado anticuerpos en humanos contra este virus
entre 2012 y 2013 (Cardozo et al., 2018) y también se ha encontrado en murciélagos en
Uruguay (Moreira Marrero et al., 2022). Por otro lado, se ha postulado a Culex
(Melanoconion) delponte como el principal vector del VRN (Mitchell et al., 1985), pero
otros géneros o especies podrian estar involucrado en el ciclo enzootico ya que
investigaciones recientes han demostrado la presencia de este virus en Culex coronator,
Culex maxi, Psorophora cingulata y otras especies de Psorophora (Pisano et al., 2010). En
los ultimos afios, analisis moleculares y serolégicos han revelado una expansion del VRN
hacia areas previamente no afectadas de Argentina. Este fendmeno se atribuye
posiblemente a cambios climaticos y ambientales que modifican la ecologia de los vectores
y huéspedes involucrados (Pisano et al., 2013). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce la

circulacion de VEEV y/o VRN en la selva atlantica y Misiones.
Virus Mayaro

El VMAY fue aislado a partir del suero de humanos febriles en 1954 en Trinidad y
Tobago (Anderson et al., 1957). Posee cuatro genotipos: D (ampliamente distribuido), L
(limitado al norte-central de Brasil), N (limitado a una regién en Perl) y un genotipo
recombinante D/L encontrado en Brasil y Haiti (Auguste et al., 2015; Mavian et al., 2017).
Desde entonces el virus se detectd en algunos paises de América Central y del Sur, como
en Bolivia, Brasil, Colombia, Guayana Francesa, Venezuela, Perd y Surinam (Auguste et
al., 2015). Si bien se han registrado brotes en grandes ciudades amazoénicas, como en

Manaus en 2007 (Mourdo et al., 2012), el resto de los casos de enfermedad por VMAY en
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América del Sur son esporadicos y se registran en

individuos con historia de actividad reciente en
VMAY

A’ym

Haemagogus spp.

i

\"

zonas selvéticas (Weaver & Reisen, 2010).

Esto se debe a que es mantenido en la
naturaleza en el ciclo enzodtico, donde sus
principales vectores son mosquitos selvaticos del
género Haemagogus y primates no humanos como

hospedadores, aunque otras especies de mosquitos

Ciclo de transmision enzoético

y vertebrados como aves, roedores, y otros
pequefios mamiferos podrian estar involucrados
(Fig. 6) (Esposito & Fonseca, 2017; Celone et al.,
2021). El ser humano es propuesto como un
importante hospedador (Griffin, 2013).

Aedes spp. ™ |/~
Culex spp. %
/

/// /\\\

BN

Diversos informes recientes advierten
sobre un mayor riesgo de urbanizacion del VMAY
en América Latina, ya que se han detectado casos
urbanos en Trinidad y Tobago (2014), Guayana
Francesa (2020), Peru (2016), Venezuela (2010) y
Brasil (2015-2016) (Aguilar-Luis et al., 2021; Fig. 6. Ciclos de transmision
Auguste et al., 2015; de Souza Costa et al., 2019; propuesto del VMAY

Ciclo de transmision epizoético

Gonzalez Escobar et al.,, 2021; Organizacion
Mundial de la Salud, 2020).

El VMAY en humanos provoca un cuadro de fiebre aguda, artralgia, artritis y
erupcion maculopapular. Otros sintomas que pueden ocurrir son: dolor de cabeza, dolor
retro orbital, mialgia, vdmitos y diarreas (Auguste et al., 2015). La sintomatologia clinica
puede ser confundida con otras enfermedades provocadas por arbovirus, como el dengue,
Zika y chikungunya (Mota et al., 2015), lo cual podria llevar a una subestimacion en la
notificacion de casos de VMAY.

Este virus pertenece al Complejo Semliki, un grupo de virus dentro del género
Alphavirus que comparten similitudes antigénicas, lo que puede causar reactividad cruzada
en pruebas seroldgicas, por lo que se requieren pruebas especificas para diferenciarlos y
diagnosticar adecuadamente. Especialmente cuando hay otros virus del complejo

circulando en simpatria. Este complejo incluye ocho virus de importancia médica y
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veterinaria (Bebaru, chikungunya, Mayaro, Getah, Semliki Forest, Ross River, o’nyong-
nyong y UNA) (Griffin, 2013; Esposito & Fonseca, 2017).

Conocer la distribucion geogréafica del VMAY, junto con sus potenciales vectores y
hospedadores, es necesario para profundizar la comprension sobre la evolucion y
dispersion de este alfavirus emergente en América, principalmente teniendo en cuenta la
posibilidad de que el virus se adapte a mosquitos antropofilicos, como Aedes aegypti, lo
que podria facilitar su propagacion a otras regiones de Brasil, 0 a otros paises de América
(Esposito & Fonseca, 2017; Lorenz et al., 2019). En este sentido, estudios de laboratorio
han demostrado que tanto Aedes albopictus como Aedes aegypti podrian ser potenciales
vectores competentes para la transmision de VMAY (Smith & Francy, 1991; Mitchell,
1991; Long et al., 2011). A su vez, Serra et al., (2016), encontraron Aedes aegypti y Culex
quinquefasciatus infectados con VMAY en sus habitats naturales en Cuiaba, Mato Grosso
(Brasil). Sin embargo, en un estudio reciente, Beranek et al. (2024), demostraron que las
poblaciones de Aedes aegypti de Buenos Aires, Cordoba y Rosario no serian competentes
para transmitir el genotipo L del VMAY. Por otro lado, podria ser introducido por aves
migratorias o viajeros enfermos (Figueiredo & Figueiredo, 2014). Tal como se ha
reportado en los casos importados en Europa y E.E.U.U por turistas provenientes de zonas
endémicas del VMAY (Hassing et al., 2010; Receveur et al., 2010; Neumayr et al., 2012;
Theilacker et al., 2013; Llagonne-Barets et al., 2016). Este panorama sugiere un escenario
futuro en el que VMAY podria adaptarse al ciclo urbano y ser causante de grandes
epidemias, imitando la progresion epidemiologica del virus chikungunya (Figueiredo &
Figueiredo, 2014; Mota et al., 2015).

En Argentina, se han realizado estudios serologicos para detectar anticuerpos contra
VMAY (en humanos y primates no humanos) con resultados negativos (Diaz et al., 2003,
2007; Jean et al., 2013), por lo que hasta la fecha no se ha detectado la presencia del virus
en el pais. Sin embargo, existe un alto riesgo de introduccion y establecimiento del VMAY
debido a la conectividad ecoldgica con el sistema amazonico, donde el VMAY es
endémico, a los casos humanos documentados en paises vecinos, como Brasil, Bolivia y
Paraguay, y al movimiento de personas entre regiones endémicas y Argentina, por lo que

acciones de vigilancia y control del virus son esenciales.
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Diagnostico para infecciones de alfavirus

El diagndstico etioldgico de infecciones causadas por alfavirus puede realizarse por
métodos directos o indirectos. Para muestras del periodo agudo de la infeccion, se
recomienda el aislamiento viral, la deteccion de genoma viral y la deteccion de antigenos
proteicos. Cuando los niveles de viremia son bajos y de corta duracién (en las infecciones
neurotrdpicas), la principal modalidad de diagndstico es por la deteccion de anticuerpos
especificos en suero y liquido cefalorraquideo en muestras obtenidas durante el periodo
convaleciente (Fig. 7). La técnica seroldgica de mayor especificidad y sensibilidad
utilizada para el diagnostico de infecciones por arbovirus es la Neutralizacion (NT) en
monocapa de cultivo celular (Piantadosi & Kanjilal, 2020). La NT es la prueba “gold
standard” para la deteccion de los anticuerpos neutralizantes (AcNT) frente a la infeccion
por arbovirus. Es una técnica con alta especificidad, pero muy laboriosa, por lo que se la
utiliza para confirmar resultados obtenidos por técnicas de tamizaje menos especificas,
como el enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA). A pesar de que la NT es altamente
especifica, puede haber cierto grado de reactividad cruzada, por lo que es necesario utilizar
un panel de alfavirus con actividad conocida en la region para confirmar los resultados.
Las reacciones seroldgicas cruzadas son mas comunes entre los virus que pertenecen al

mismo serocomplejo (Griffin, 2013).
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Fig. 7. Representacion de la dinamica temporal de la replicacion viral y la respuesta
inmune en el hospedador vertebrado durante la infeccién por arbovirus. Los periodos
indicados son estimaciones generales y pueden variar segun el virus en cuestién (Diaz &
Vezzani, 2016).

Estudios seroldgicos en animales silvestres y ciclos selvaticos de arbovirus

Las encuestas seroldgicas sirven para detectar inicialmente posibles especies
amplificadoras de arbovirus, identificando aquellas infectadas o con antecedentes de
exposicion. Por lo que el monitoreo serolégico de animales silvestres para estos virus
permite comprender las tendencias de transmision, inferir sobre vectores y hospedadores
implicados en las redes de mantenimiento enzooético, evaluar el riesgo de emergencia y
generar estrategias de prevencion y control (Gilbert et al., 2013). La deteccion de
anticuerpos en especies residentes, como aves y roedores, es un indicador clave de la

circulacion viral en el ecosistema.

Para los alfavirus en cuestion, la transmision vertical no se considera un factor
significativo en la dinamica de mantenimiento viral (Kuno & Chang, 2007; Lequime et al.,
2016). Por lo tanto, la deteccion de anticuerpos en animales silvestres junto con la baja
probabilidad de migracién de mosquitos vectores refleja principalmente la exposicion local
a los arbovirus dentro del ecosistema. Por lo que, el reconocimiento de los hospedadores en
la vida silvestre es importante para evaluar la evolucion viral y el salto de los virus entre
poblaciones de reservorios como asi también comprender los ciclos de transmision. Facilita
la deteccion temprana de brotes mediante la identificacion de especies centinela y permite
avanzar en la mitigacion del riesgo de transmision en la interfaz entre animales y humanos.
En este panorama, los estudios serologicos en animales silvestres en areas naturales
protegidas constituyen un paso inicial para evidenciar la circulacién enzodtica en una
region e identificar los potenciales hospedadores del ciclo de transmision de estos virus
(Kuno & Chang, 2007; Bicca-Marques & de Freitas, 2010; Gilbert et al., 2013).
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Objetivo general

Evaluar la existencia del mantenimiento enzodtico de alfavirus mediante el estudio
de la exposicién a la infeccién viral en potenciales hospedadores silvestres residentes en
areas protegidas del corredor verde misionero, en las provincias Paranaense y Bosque de

Araucaria.
Objetivos especificos

- Detectar circulacién de los virus Madariaga, Rio Negro y Mayaro en vertebrados
silvestres (roedores y aves) en las areas protegidas del Corredor Verde misionero.

- Describir variaciones en la ocurrencia de infeccion de los distintos alfavirus entre

las areas protegidas del Corredor Verde misionero.

- Identificar a través de la frecuencia de exposicion, las especies de vertebrados
silvestres (roedores y aves) potencialmente involucradas como hospedadores en los ciclos
selvaticos de alfavirus en las areas protegidas del Corredor Verde misionero.

Hipotesis

Las areas naturales protegidas en las provincias fitogeograficas Paranaense y
Bosque de Araucaria poseen los componentes bioldgicos y ecoldgicos necesarios para que
ocurran los ciclos enzooticos de VMAD, VRN y VMAY.
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Materiales y métodos
Area de Estudio

El estudio se llevd a cabo en cinco areas naturales protegidas (ANP) en el Corredor
Verde de la provincia de Misiones, Argentina (Fig. 8). EI Corredor Verde, junto con &reas
adyacentes de Paraguay Yy Brasil, conforman el fragmento de mayor tamafio del Bosque
Atlantico del Alto Parana (Di Bitetti et al., 2003). Legalmente, el Corredor Verde es un
area de conservacion y uso sustentable de aproximadamente 1.000.000 ha, creada por Ley
Provincial N° 3631 en 1999 (actualmente, Ley XVI 60), con el fin de proteger este gran
remanente del Bosque Atlantico del Alto Parand, manteniendo la conectividad entre las
areas protegidas. Las ANP son: Parque Nacional Iguazi (PNI), Parque Provincial Mocona
(PPM) los cuales se encuentran dentro de la provincia biogeografica Paranaense,
particularmente en el distrito de Selvas Mixtas; Parque Provincial Pifialito (PPP) y Parque
Provincial Cruce Caballero (PPCC) dentro de la provincia del Bosque de Araucaria; vy el
Parque Provincial Urugua-i (PPU) que estd inmerso en ambas provincias biogeograficas
(Arana et al., 2021). Las actividades de recoleccién de muestras en PPU fueron realizadas

en el sector del distrito de Selvas Mixtas (seccional Uruzu).
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Fig. 8. Mapa del area de estudio, representando los distritos biogeograficos y las areas
naturales protegidas en la provincia de Misiones: Parque Nacional lguazu, Parque
Provincial Urugua-i, Parque Provincial Mocona, Parque Provincial Pifialito y el Parque

Provincial Cruce Caballero.

El Parque y Reserva Nacional Iguazu-PNI (25°42'S; 54°18'0) tiene una superficie
de 67.620 ha segun el Sistema de Informacion de Biodiversidad (SIB),
https://sib.gob.ar/portada), de las cuales las 7.675 ha (ubicadas al Oeste, mas proximas a la
ciudad de Puerto Iguazu) se designan como Reserva Nacional y 59.945 ha restantes se
clasifican como Parque Nacional. El relieve del area es ondulado e incluye parte de la
Serrania de la Victoria, que actia como divisoria de cuencas entre el rio Iguazi y el arroyo
Urugua-i. La altitud varia desde los 350 msnm en el sudeste a los 200 msnm en el extremo
occidental. En la parte superior del rio Iguazu, aflora el lecho rocoso creando numerosas
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cataratas y saltos a lo largo de un tramo que se extiende aproximadamente 3,6 km (Chebez,
2005). El clima es subtropical calido y humedo, con precipitaciones media anuales de
1.800-2.000 mm. Si bien no tiene una estacion seca marcada, entre los meses de marzo y
agosto las precipitaciones son menores. La temperatura media anual es de 20,7°C, con
medias méaximas de 31,8°C (enero) y medias minimas de 10,7°C (junio y julio) (plan de
gestion Parque Nacional Iguazu, 2017-2023). EI Parque Nacional Iguazu esta dentro de la
provincia fitogeogréafica Paranaense y se encuentra en contacto con el Dominio Chaquefio
al suroeste (Arana et al., 2021), creando un ecotono donde se mezclan diversos tipos de
vegetacion: selvas humedas, bosques secos, esteros y lagunas. Las selvas marginales de la
provincia Paranaense se extienden a lo largo de los rios Parana y Uruguay formando
galerias boscosas angostas. La estructura de la vegetacion se caracteriza por tener un
estrato superior, con arboles de 30-40 metros, que alberga la mayor biodiversidad (Kullock
et al., 2006). El estrato medio lo componen arbustos y hierbas, incluyendo bambdseas y
mirtaceas y el estrato muscinal se encuentra al ras del suelo. Enredaderas, lianas y epifitas,

como orquideas y claveles del aire, completan la estructura (plan _de gestion Parque
Nacional lguazu, 2017-2023).

El Parque Provincial Urugua-i-PPU (25°58'S; 54°06'0) esta ubicado en el extremo
Nordeste de la provincia de Misiones, con una extension de 84.000 ha, se destaca como la
mayor area protegida estricta en Misiones (SIB). La altitud disminuye gradualmente de
Este a Oeste, desde los 800 msnm en la localidad de Bernardo de Irigoyen, hasta los 100
msnm en su punto de unidn con el rio Parana (Ambrosini et al., 1986). El clima es
subtropical humedo y lluvioso, sin estacion seca. Las precipitaciones anuales son de
~2.000 mm. La temperatura media anual varia entre 20°C y 21°C, con diferencia entre la
temporada fria (15,1°C) y la calida (24,5°C) (Bertolini & Gil, 1999). La vegetacion
dominante es la selva subtropical, formada por tres estratos arboreos, uno arbustivo, uno
herbaceo y uno muscinal (musgos y liquenes) y abundancia de epifitas y lianas. Sobre la
meseta se hallan bosques de Araucaria (Araucaria angustifolia) y sabanas serranas y en las

zonas mas bajas se encuentran sabanas (Bertolini & Gil, 1999).

El Parque Provincial Mocona-PPM (27°09'S; 53°53'0) estd localizado en el
extremo sudeste de la provincia de Misiones, en el Municipio de San Pedro, Departamento
de San Pedro con una superficie de 999 ha (SIB) e inmerso en la reserva de usos multiples
de la biosfera Yaboti (221.155 ha) (SIB). La altitud promedio es de 220 msnm, entre los

140 msnm y 349 msnm y se caracteriza por tener barrancos abruptos, pero a su vez zonas

24


https://sib.gob.ar/archivos/ANEXO_I_PGIguazu.pdf
https://sib.gob.ar/archivos/ANEXO_I_PGIguazu.pdf
https://sib.gob.ar/archivos/ANEXO_I_PGIguazu.pdf
https://sib.gob.ar/archivos/ANEXO_I_PGIguazu.pdf

de terreno llano. El parque estd enmarcado por el Arroyo Yaboti o Pepiri Mini y el Rio
Uruguay, dos cursos de agua importantes que ejercen una fuerte influencia en el clima
subtropical templado lluvioso, sin estacion seca, con precipitaciones de ~2.020 mm anuales
homogéneas durante todo el afio (Bertolini, 1999a; Esposito, 2004). La temperatura media
varia entre 20°C y 21°C (Cabrera, 1976). En cuanto a la estructura de la selva, en rasgos
generales, pueden distinguirse tres estratos arboreos, uno arbustivo y otro herbaceo. La
zona se caracteriza por tres tipos de vegetacion: el principal es el Bosque de Laurel y
Guatambu, y hay dos comunidades secundarias de Bosque de Galeria (en las orillas del rio
Uruguay) y Asociaciones de Podostemaceae, que crecen en rocas cerca de las cascadas
(Cabrera, 1976; Bertolini, 1999a). EI PPM se encuentra en buen estado de conservacion
debido a que solo se realizd extraccion selectiva de madera y a su dificil acceso,
determinado por las pendientes abruptas y su peculiar ubicacion rodeada de cursos de agua.
Esta configuracion ha actuado como una suerte de barrera natural que ha limitado la
explotacion, permitiendo que hoy en dia podamos disfrutar de una de las mejores
representaciones de la Selva Paranaense (Espdsito, 2004). Ademas, el parque esta rodeado

por la reserva de la biosfera Yaboti que actia como zona de amortiguacion.

El Parque Provincial Pifalito-PPP (26°30'S; 53°50'0), estd ubicado en el
departamento San Pedro de la provincia de Misiones, con una superficie aproximada de
3.800 ha (SIB). Se trata de un area de serrania, con un rango altitudinal de 300 a 800
msnm. Se caracteriza por su clima subtropical himedo con estacionalidad térmica e
hidrica, cuya temperatura media anual es entre 22°C y 25°C y con precipitaciones anuales
que superan los 2.000 mm. La vegetacion se clasifica como un bosque mixto de A.
angustifolia (Crespo, 1954; Brown & Zunino, 1994). Este se encuentra en la zona de
transicion entre la selva misionera y la selva subtropical del Planalto, lo que le confiere una
gran riqueza de especies remarcando su importancia como unidad de paisaje en el Corredor

Verde Misionero.

El Parque Provincial Cruce Caballero-PPCC se halla al este de la provincia de
Misiones, (26°28'S; 53°58'0) en el Departamento de San Pedro, con una superficie de 432
hectareas (SIB). El relieve es ondulado, con una altitud promedio de 600 msnm (Gartland,
1984). Este parque resguarda uno de los mas importantes relictos conservados del
ecosistema de las Selvas Mixtas con A. angustifolia (Bertolini, 1999b). Asimismo, es un
sitio de importancia para la conservacion de especies asociadas o endemismos de los

bosques de araucaria. El clima es subtropical hiimedo, con una temperatura media anual de
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17,5°C (Bertolini, 1999b). La temperatura media del mes de enero es de 22,5°C y la
temperatura media del mes de julio es de 12,5°C. Las precipitaciones acumuladas anuales
son de 1.912 mm y estan homogéneamente distribuidas durante el afio (Margalot, 1985).
La vegetacion dominante es la selva subtropical con sus tres estratos arboreos bien
diferenciados, un denso estrato arbustivo y una gran variedad de epifitas y lianas, pero
sobre el planalto se hallan bosques de A. angustifolia y sabanas serranas, también en las
zonas mas bajas hay sabanas que estdn dominadas por gramineas y hierbas, unas veces
edéficas, otras inducidas por el hombre (Cabrera y Willink, 1980; Bertolini, 1999b)

Captura de aves y roedores

Las campafias de muestreos se realizaron durante los afios 2021 y 2022. Se
recolectaron muestras de sangre en el PNI (sendero macuco), en el PPU (seccional Uruzu),
en el PPM (senderos cachi y la gruta), en el PPCC (sendero seccional guardaparque) y en
el PPP (seccional Pifalito sur, sendero cancharana) (Tabla 1). La cantidad de camparias de
muestreo y su duracion estuvo comprometida por las inclemencias meteorologicas y la
dificultad de acceso a las areas de estudio. Esto llevd a que el marco muestral no sea

balanceado.

Tabla 1. Informacion sobre la cantidad de campafas y dias para cada ANP.
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ANP Unidad Biogeogréfica Mes/Afio Dias
11/2021 3
Parque Nacional Iguazd Selvas mixtas 04/2022 3
(PNI)
11/2022 3
. 06/2021 4
Parque Provincial Selvas mixtas
Urugua-i (PPU) 12/2021 4
04/2021 4
. 11/2021 4
Parque Provincial Bosque de araucaria
Pifialito (PPP) 02/2022 3
04/2022 3
04/2021 3
Parque Provincial Cruce Bosque de araucaria 1172021 2
Caballero (PPCC) 02/2022 3
04/2022 3
. 04/2021 4
Parque Provincial | .
Mocona (PPM) Selvas mixtas
11/2021 4

Para la captura de roedores se utilizaron trampas Sherman (Mills et al., 1998) y
redes de niebla para aves (Ralph et al., 1996). Los roedores fueron inmovilizados con
isofluorano (West et al., 2014). Cada individuo capturado fue identificado, marcado,
sexado, medido y pesado. Se tomd 100-200 ul de sangre para la posterior deteccion de
anticuerpos neutralizantes (<1% del peso vivo). Los animales fueron liberados en el sitio
de captura. La muestra de sangre fue diluida en PBS 1/10 en el caso de las aves y 1/5 en el
caso de los roedores. Tanto las capturas como la obtencion de muestras fueron
supervisadas por veterinarios expertos en animales silvestres y aprobadas por los permisos
para la recoleccion de muestras de la direccion de la Administracion de Parques
Nacionales y Ministerio de Ecologia y Recursos Naturales Renovables, provincia de
Misiones (IF-2019-07044813-APN-DRNEA#APNAC). Las muestras de sangre fueron
conservadas Yy trasladadas en frio hasta al laboratorio donde fueron almacenadas a -20°C

hasta su procesamiento.
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Deteccidn de anticuerpos neutralizantes

La deteccion de AcNT para los diferentes alfavirus se realizd mediante NT (Earley
et al., 1967) en monocapas de células Vero Clon76 (rifion de mono verde africano). Se
utilizaron las cepas de los VMAD cepa EEECba55 (Bettinotti & Aguirre, 1960), VRN
(VEEV subtipo VI) cepa RNAG80-663 (Mitchell et al. 1985) y VMAY cepa BeAr20290
(Hoch et al., 1981), mantenidas en el cepario del Instituto de Virologia Dr. J. M. Vanella
(FCM, UNC). Con cada semilla se prepararon los stocks virales en cultivo celular los que
posteriormente, fueron titulados con el fin de obtener la diluciébn que contenga
aproximadamente 100/200 unidades formadoras de placas (ufp) (dilucién viral de trabajo).
Dicha dilucién se utilizé para enfrentar a cada muestra de suero en la técnica de NT.

Los sueros fueron tratados a 60 °C durante 20, para eliminar inhibidores
inespecificos y posteriormente se centrifugaron a 10.000 rpm durante 30" para
descontaminar. Posteriormente, la deteccion de AcNT se realizo mezclando partes iguales
del suero y la dilucion viral de trabajo. Esta mezcla se incubd a 37°C durante 60" para
permitir la unién de los ACNT a las particulas virales (periodo de neutralizacion). Al
finalizar este periodo, se inoculd 100 ul de la mezcla (virus-suero) en cada orificio de una
placa con monocapa de células VERO vy se la incubd durante 60" en estufa a 37°C, 5%
CO?. Posteriormente se agregd 1 ml de medio nutritivo con agarosa al 1% a cada orificio y
se incubd la placa en estufa a 37°C con atmdsfera de 5% CO?, durante 3 dias. Al tercer dia,
se fijaron e inactivaron las placas agregando formol al 10% durante dos horas, se colored
con cristal violeta y se realizd el calculo del nimero de ufp en cada uno de los sueros
testeados. Se considerd positivo a todo aquel suero que neutralizé el 80% o mas de las ufp

incluidas en la prueba.

Andlisis estadistico

Composicidn especifica y evaluacion del estatus de residencia de las especies analizadas.

Los andlisis de similitud (conocido como ANOSIM) y de escalamiento
multidimensional no métrico (conocido como NMDS) fueron empleados para evaluar si la
composicion de especies analizadas en la encuesta seroldgica fue similar entre las areas
naturales estudiadas. La matriz de las campafias de muestreo por especies muestreadas y
analizadas fue utilizada en el ANOSIM y NMDS. En el caso de las comunidades de

roedores, la matriz incluye todas las especies muestreadas que fueron analizadas para
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alguno de los virus. En el caso de las comunidades de aves se consideraron sélo aquellas
especies con n > 5 analizadas para alguno de los virus para la construccion de la matriz
respuesta. EI ANOSIM se realiz6 considerando el indice de disimilitud Bray-Curtis y se
estimd la significancia del estadistico R con un test de permutacion (n=9.999, a=0,05)
(Palacio et al., 2020). El estadistico R indica la diferencia entre la disimilitud dentro del
grupo (campafias en un ANP o distrito biogeografico) y la disimilitud entre grupos (ANP o
distritos biogeograficos). Por ejemplo, cuando R=1 indica que las campaifas dentro de un

ANP fueron mas similares entre si respecto a las campafias de otras ANP.

El NMDS se utiliz6 para representar gréficamente las campafias de muestreo
(puntos en el biplot) en funcion de la similitud de la composicion de las especies
analizadas de estas camparias. Cuanto mas similares sean las comunidades, méas cercanos
aparecen los puntos en el espacio, cuanto mas diferentes méas alejados. Para este analisis se
realiz6 una transformacion de raiz cuadrada y una estandarizacion doble de Wisconsin
sobre la matriz de datos. Se consideré que el NMDS representaba adecuadamente el
ordenamiento si el valor de stress < 0,2 (Palacio et al., 2020). A su vez, para facilitar la
visualizacion del grado de solapamiento entre las comunidades de los diferentes distritos
biogeograficos, se incluyeron elipses de confianza (95%) respecto al centroide de cada

distrito biogeografico.

Determinar el estatus de residencia de las especies es relevante para comprender la
circulacion viral dentro de las ANP. Por ejemplo, como los posibles escenarios de
exposicion detectados por la seroencuesta responden a la picadura infectiva de vectores
que podrian ser dentro o fuera de las ANP. De esta manera la capacidad de dispersion
(km?) de los roedores y el estatus migratorio (residente, migrante parcial, migrante de larga
distancia) de las aves fueron obtenidos de los repositorios de rasgos de historia de vida
como COMBINE (Soria et al., 2021) y AVONET (Tobias et al., 2022), respectivamente.
Las diferencias en la capacidad de dispersién media entre los ensambles de roedores fueron
exploradas por un analisis de la varianza (ANOVA) y las variaciones en la composicion del
estatus migratorio de las aves entre los sitios se analizaron con una prueba de 0% Ambas

pruebas fueron realizadas con un a=0,05.
Circulacion de alfavirus

La valoracién empirica de hipdtesis sobre las variaciones regionales, espaciales y

de los rasgos de los hospedadores para cada virus no fue realizada debido a que la
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frecuencia de exposicion detectada para cada uno de los alfavirus analizados fue baja (ver
seccion resultados) y el tamafio de la muestra limita el poder estadistico para inferir sobre

estas variaciones.

Por lo tanto, se decidié: 1- reportar los resultados de la seroprevalencia puntual e
intervalo de confianza del 95% (I1C95%) para cada alfavirus en las ANP; y 2- analizar las
variaciones en la circulacién viral para los tres alfavirus en conjunto. Este Ultimo punto
considero las variaciones en la circulacion viral entre las biorregiones, la posibilidad de
que las especies de mayor tamafio estan mas expuestas a la infeccién, asi como la
estructura del disefio de muestreo, a través del ajuste de un modelo generalizado mixto
(GLMM; Anexo: Férmula 1) (Inchausti, 2023). La variable respuesta del GLMM fue la
exposicion (valor 1) o no (valor 0) al menos a uno de los virus por NT en cada individuo
analizado, de acuerdo a una distribucion binomial de los errores. Las covariables incluidas
fueron el distrito bigeografico y el peso estandarizado de cada especie en referencia al
promedio de las especies de roedores o de aves analizadas. La estructura anidada y
desbalanceada en el disefio de muestreo (Tabla 1) fue incluida como factor aleatorio. La
significancia de las covariables fue juzgada a través del analisis de la desvianza (Test de
Wald-O?tipo 11).

Todos los analisis fueron realizados en la plataforma R (R core Team, 2022) con la
interfaz Rstudio y los paquetes vegan (Oksanen et al., 2022), gimmTMB (Brooks et al.,
2017), binom (Dorai-Raj, 2014) y los graficos con ggplot2 (Wickham, 2016).
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Resultados

1. Descripcion de las muestras analizadas

Se sangraron 881 animales silvestres, de los cuales se analizaron 459 muestras de
roedores, pertenecientes a 7 especies y 263 muestras de aves pertenecientes a 59 especies
(Anexo: Tabla 1). Debido al volumen de sangre obtenido, la cantidad de sueros analizados
varid entre las especies virales analizadas. Por lo que en promedio el 82,8% (min= 40%;
max= 95,1%) de las muestras de roedores recolectadas fueron analizadas para al menos un
virus en las campafas de muestreo y el 65,5% (min= 30; max=89,5) de las aves fueron
analizadas para el VMAD.

El estudio presenta un desbalance en el marco muestral ya que el niamero de
muestras recolectadas no fue equitativo para todos los parques: PNI con 48 aves y 57
roedores; PPU con 84 roedores; PPM con 152 aves y 81 roedores, PPCC con 179 roedores;

y PPP con 160 aves y 150 roedores.

2. Composicién especifica y evaluacion del estado de residencia de las especies
analizadas

Esta tesis no tiene alcance sobre las comunidades de aves y roedores en las ANP,
sino que se pretende describir la composicion especifica de los sueros analizados para al

menos un virus (n=722 de 459 roedores y 263 aves).

Se analizaron un total de siete especies de roedores cricétidos en los diferentes
sitios y distritos biogeograficos (Fig. 9B). El rango de riqueza de las muestras analizadas
fue estrecho entre las ANP (PNI=3 y PPU-PPM=6). Dentro de estas especies, Akodon
montensis (familia Cricetidae) fue la dominante en todos los sitios, con una frecuencia de
88% en promedio, lo que indica que es una especie clave en los ensambles de roedores
estudiados (Fig. 9C).

La composicion de la comunidad de roedores analizada en la encuesta serolédgica
demostro ser similar. En el analisis ANOSIM no se hallaron diferencias significativas en la
composicion de los ensambles de roedores entre sitios (R= 0,02; p= 0,40) ni entre distritos
biogeograficos (R= 0; p= 0,39). El solapamiento de las elipses en el NMDS respalda estos
hallazgos (Fig. 9A).
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C Distritos biogeograficos: ANOSIM: R= 0, p= 0.39
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Fig. 9. Composicién especifica de los roedores analizados. A: NMDS sobre los muestreos de roedores. B: Numero de especies analizadas de

roedores por ANP. C: Porcentaje de individuos analizados por especie.
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En cuanto a las aves se analizaron 59 especies (Anexo: Tabla 1), siendo el PPM
donde se accedi6 a analizar la mayor cantidad de especies (Fig. 10B). El 21% de las aves
analizadas corresponden a Tachyphonus coronatus (Frutero coronado) (familia Thraupidae,
11%, 29/263) y Trichothraupis melanops (Frutero corona amarilla) (familia Thraupidae,
10%, 27/263) que fueron las aves que dominaron el ensamble analizado y con una
distribucion similar entre ANP (Fig. 10C).

El segundo grupo mejor representado (20%) fueron Turdus rufiventris (Zorzal
colorado), Turdus amaurochalinus (Zorzal chalchalero) (familia Turdidae) y Schiffornis
virescens (Bailarin oliviceo) (familia Tityridae) con una abundancia promedio del 6%.

Schiffornis virescens fue més prevalente en PPP.

Un total de 44 especies de aves (n < 5; 79 individuos) no fueron consideradas para
explorar variaciones en la composicion especifica de la encuesta seroldgica. La
composicion de la comunidad de aves analizada en la encuesta serologica demostro ser
similar, dado que no se hallaron diferencias significativas de la composicion especifica
entre los distritos biogeograficos (R= 0,18; p= 0,15). Sin embargo, variaciones leves de la
composicion entre las ANP (R= 0,48; p=0,016) estuvieron vinculadas a la menor cantidad
de especies analizadas en el PNI (eje 1 NMDS) y que Schiffornis virescens fue mas
abundante entre las muestras del PPP (eje 2 NMDS) (Fig. 10A).
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Fig. 10. Composicidn especifica de las aves analizadas. A: NMDS sobre los muestreos de aves. B: Numero de especies analizadas de aves

por ANP. C: Porcentaje de individuos analizados por especie.

34



La potencial dispersion esperada del ensamble de roedores fue de 0,184 km (IC
95% [0,182; 0,187]) lo que indica el estatus residente de las especies. Ademas, la
capacidad de dispersion fue similar entre sitios estudiados, ya que no se encontraron
diferencias significativas en la dispersion entre sitios (F= 1,56; gl= 454; p= 0,184) (Fig.11).

Iguaz 4 &

Urugua-i 1

Pifalito 1 @

Cruce Caballero 1

Mocona A L

0.10 0.15 0.20 0.25 0.32
dispersion (km)

Fig. 11. Dispersion en km del ensamble de roedores muestreados en las ANP. Cada

pargue esta representado por un color diferente

La composicion del estatus migratorio de las aves fue similar en todos los sitios
(X?= 4,93; gl= 4, p= 0,290; Fig. 12). El ensamble de aves estuvo primariamente
representado por especies residentes (62,1%), seguido de migrantes parciales (24,7%) y

migrantes de larga distancia (7,22%) (0= 154,8; gl=2; p<0,001).
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Fig. 12. Porcentaje de aves segun el estatus migratorio en Parque Nacional Iguazd,

Parque Provincial Pifialito y Parque Provincial Mocona.
3. Circulacion de los alfavirus

La seroprevalencia global para el VMAD fue del 0,4% (3/722; IC 95% [0,09-1,21])
mientras que para el VMAY fue del 1,6% (7/438; 1C 95% [ 0,64-3,27]). Para el VRN no se

registraron animales seropositivos en ningin ANP (0/455).

En las aves se detectaron ACNT para VMAD en Tachyphonus coronatus (3,45%;
1/29) solo en el PPP. Mientras que, en roedores, Akodon montensis fue la Unica especie en
la que se detectaron AcNT para el VMAD (0,48%; 2/412) y para el VMAY (1,79%;
7/391). (Tabla 2; Anexo: Tabla 2).

Los sueros de animales con AcNT para el VMAY fueron sometidos a analisis para
descartar posibles cruces seroldgicos con el virus Una (VUNA), dado que ambos
pertenecen al mismo complejo antigénico (Semlinki forest). Sin embargo, debido a la
pequefia cantidad de sangre recolectada, s6lo pudo realizarse en una muestra del PPP y
PNI. Los resultados de ambas muestras fueron negativos para la presencia de ACNT contra
el VUNA.
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Tabla 2. Titulo de AcNT para los virus MAY y MAD en roedores y aves colectados en

ANP.
Orden Familia Especie Sitio Campafia Virus Titulo*
PPCC 4/2021 MAD 20
4/2021 MAD 10
4/2021 MAY 10
PPP
4/2021 MAY 10
. Cricetidae Akodon montensis 2/2022 MAY 10
Rodentia
4/2022 MAY 20
PNI
11/2022 MAY 20
6/2021 MAY 20
PPU
12/2021 MAY 10
Passeriforme | Thraupidae | Tachyphonuscoronatus | PPP 11/2021 MAD 20

*los resultados son expresados como la reciproca del titulo de anticuerpos

La baja prevalencia y el tamafio muestral no permiten realizar analisis estadisticos

para valorar la diferencia en la circulacion viral entre ANP o especies. A pesar de estas

limitaciones, se observo similar circulacion de los virus en los diferentes sitios, ya que los

intervalos de confianza de la seroprevalencia se solapan (Fig. 13). La mayor prevalencia
hallada corresponde al VMAY en roedores del PNI (4%; 2/50; IC 95% [0,49-13.71]).
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Fig. 13. Seroprevalencia del VMAD y VMAY en roedores y aves en las ANP.
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Es posible hacer el andlisis del patrén de circulacion entre distritos biogeogréaficos
considerando la exposicion para al menos uno de los virus en cada evento de muestreo. De
igual manera, se puede evaluar si las especies de mayor tamafio son las mas expuestas a
picaduras. Teniendo esto en cuenta, los resultados indicaron que la exposicion de los
hospedadores a los virus estudiados no estuvo influenciada con la unidad biogeografica de

residencia (0= 0,433; gl= 716; p= 0,51). Tampoco hay una relacion entre el tamafio del
hospedador y la probabilidad de exposicion (0= 0,97; gl= 716; p= 0,33).
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Discusion

En las Gltimas décadas se ha observado un incremento y resurgimiento a nivel
mundial de enfermedades transmitidas por arbovirus (Weaver & Reisen, 2010). A pesar de
su impacto en la salud publica y alcance geogréfico, ain no se comprenden del todo las
caracteristicas epidemiolégicas de estos arbovirus en muchas regiones de América,
incluyendo Argentina. Este trabajo contribuye al conocimiento sobre la ocurrencia de los
ciclos de transmision del VMAD, VRN y VMAY en el Corredor Verde Misionero.
Aportando evidencia sobre la capacidad de las provincias biogeogréficas de selvas mixtas
y de Bosque de Araucaria para el mantenimiento de los virus MAD y MAY. A su vez,
identifica especies de roedores y aves que merecen mayor atencién como potenciales

hospedadores de los ciclos selvaticos para estos alfavirus.

La encuesta serologica realizada en las aves y roedores del Corredor Verde
Misionero revelo la presencia de actividad viral enzootica de VMAD y VMAY, ya que se
detectaron animales seropositivos en todas las ANP a excepcion del Parque Provincial
Mocona. Especificamente, se detectaron ACNT para VMAD en aves y roedores en los
Parques Provinciales Pifialito y Cruce Caballero, y AcCNT para VMAY en roedores de los
Parques Pifialito, Iguazi y Urugua-i. Sin embargo, la seroprevalencia global fue baja, con
titulos iguales o inferiores a 1/20. Esto sugiere diversas posibilidades, como una reciente
introduccion del virus en la zona, que no se encuentren circulando activamente en la region
al momento del estudio o que estén circulando en areas no muestreadas. A su vez puede
significar una baja tasa de transmision o una alta tasa de recuperacion entre los individuos
infectados si la vida media de los ACNT es corta (Gilbert et al., 2013). Estos hallazgos
serian consistentes con los resultados previamente obtenidos por Flores et al. (2019),
guienes encontraron pocas aves seropositivas en el Parque Nacional Iguazi para VMAD,
con una seroprevalencia de 0,54% en 2015 y 0,62% en 2016. Esto sugiere que el no haber
hallado aves y roedores seropositivos para VMAD en PNI, estaria méas vinculado a la poca
cantidad de muestras analizadas en este parque, mas que a la ausencia de circulacién del
VMAD.

Todos los roedores con AcCNT tanto para VMAD como para VMAY, pertenecian a
la especie Akodon montensis, la cual se caracteriza por su dispersion limitada, lo que
refleja su estatus residente (Soria et al., 2021). Esto indica que los roedores fueron

infectados por vectores locales, evidenciando que los ciclos enzoéticos de VMAD vy
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VMAY ocurririan localmente. En cuanto a las aves, T. coronatus fue la Gnica especie con
AcNT para VMAD. Esta especie se considera parcialmente migratoria, lo que significa que
una minoria de la poblacién realiza migraciones a largas distancias, mientras que la mayor
parte de la poblacién experimenta migraciones a corta distancia (Tobias et al., 2022), sin
embargo informacion detallada sobre los patrones de movimientos en Misiones aun se
desconocen. Esto sugiere que si la especie T. coronatus fuera un hospedador competente
para el VMAD, podria facilitar la introduccion y dispersion del virus. Este hallazgo
representa un aporte significativo al posible rol de las aves en el ciclo del VMAD. En
conjunto, estos datos respaldan la presencia de los virus MAD y MAY en la region del

Corredor Verde Misionero.

Si bien en este estudio no se encontraron ACNT contra VRN, no se puede descartar
que este circulando en el Corredor Verde misionero, ya que estudios previos han
encontrado AcNT en esta region (Contigiani et al., 1993; Camara et al., 2003; Pisano et
al., 2012). Se requieren futuros estudios al respecto sobre la extension de la idoneidad para
la circulacion de VRN en el NEA. Por ejemplo, estudios que consideren la similitud de las
comunidades de hospedadores y vectores en los ecosistemas de la region del NEA, asi

como la realizacion de encuestas serologicas con mayor esfuerzo de muestreo.

La vigilancia epidemioldgica, incluyendo actividades como el monitoreo de la
actividad viral en comunidades de hospedadores a través de encuestas seroldgicas, es
fundamental para la prevencion de enfermedades zoondticas. Especialmente cuando el
conocimiento sobre la presencia de un arbovirus y los componentes para su mantenimiento
es limitado. En el caso de los virus VMAD y VMAY, la vigilancia es crucial, ya que no
existia evidencia empirica sobre la posibilidad de que VMAY se mantuviera en el territorio
argentino (Diaz et al., 2003, 2007; Jean et al., 2013; Beranek et al., 2024) y la informacion
sobre el VMAD es escasa. Cabe destacar que, aunque el VMAY no ha sido detectado en
Argentina hasta la fecha, si se ha registrado en Brasil, donde ha aumentado su actividad en
zonas rurales y ha provocado numerosos brotes en seres humanos (Esposito & Fonseca,
2017). Un claro ejemplo de la importancia de sostener la vigilancia epidemioldgica de
virus mantenidos en ciclos selvaticos es la actual epizootia de VEEO en Argentina. El
altimo registro de este virus ocurrio durante el verano de 1988-89 (Sabattini et al., 1998), y
las actividades de vigilancia y vacunacién en equinos fueron paulatinamente relajandose.
El VEEO reaparecié a fines del 2023 con una alarmante mortandad de equinos en 18

provincias de Argentina y casos humanos confirmados (Ministerio de Salud de la
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Argentina, Alerta Epidemioldgica: Encefalitis Equina del Oeste en equinos SE48/2023).
Esta reaparicion del virus después de 35 afios refuerza la necesidad de mantener una
vigilancia constante para detectar, prevenir y controlar a tiempo la reemergencia de

enfermedades.

El Corredor Verde Misionero, es un lugar que por su gran biodiversidad representa
un habitat idoneo para el mantenimiento de patdgenos, muchos de ellos posiblemente
desconocidos a nivel local o global. Este fendmeno, donde la biodiversidad actla como
fuente de diversidad de patogenos, ha sido descrito por Keesing et al. (2010). Dentro de
estas ANP se encuentran especies que podrian ser potenciales vectores para estos virus, las
cuales presentan diferentes niveles de antropofilia. El estudio de Brividoro et al. (2023)
identifico mosquitos de los géneros Psorophora, Ochlerotatus, Haemagogus y Culex entre
otros, los cuales son potenciales vectores de estos virus. Sin embargo, se requieren estudios
especificos para confirmar su rol en los ciclos de mantenimiento de estos alfavirus en la
naturaleza y como vectores puente a los seres humanos y animales domesticos. Es
importante destacar que las ANP prospectadas en esta investigacion no son entornos
totalmente pristinos, que las muestras fueron recolectadas en los senderos para visitantes y
que el vecindario de estos parques es un mosaico donde se desarrollan diferentes
actividades agroforestales. Por lo tanto, estos sitios configuran escenarios donde los virus
MAY y MAD podrian saltar a los humanos y animales domésticos. Este riesgo se ve
incrementado por la afluencia de turistas, el personal de los parques, las poblaciones que
residen en los limites de las ANP y sus animales. Estas condiciones configuran un
escenario propicio para el salto interespecifico y la potencial emergencia de enfermedades

por estos patdgenos (Muehlenbein & Ancrenaz, 2009; Keesing et al., 2010).

A pesar de que el VMAY no esta genéticamente relacionado al virus de fiebre
amarilla (VFA), comparten numerosas similitudes en cuanto a su propagacion y
epidemiologia. Ambos virus afectan principalmente a personas que ingresan a regiones
boscosas y selvaticas, pudiendo infectar a diversas especies de primates no humanos.
Existe la preocupacion de que VMAY pueda seguir una trayectoria similar a la de VFA, el
cual se ha vuelto mas frecuente en el sur de Brasil, por lo que podrian esperarse epidemias
del VMAY de una escala similar a las registradas en la region amazonica en el sur del
Bosque Atlantico (Caicedo et al., 2021). Las investigaciones sobre VFA pueden
proporcionar valiosas lecciones para comprender y abordar la propagacion de VMAY. Se

ha demostrado que el VMAY puede ser transmitido por Aedes aegypti y Aedes albopictus
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al igual que el VFA (Smith & Francy, 1991; Mitchell, 1991; Long et al., 2011),
aumentando la posibilidad de transmision del VMAY en el entorno urbano. La amplia
distribucion de estos mosquitos en Argentina, junto con la exposicion de turistas a vectores
selvaticos en las ANP de Misiones, configura un escenario preocupante para el ingreso del
virus a zonas urbanas, lo que podria desencadenar la eventual emergencia del VMAY en el
pais. Aunque esta expansion podria estar limitada por la baja competencia vectorial de las
poblaciones de Aedes aegypti en Argentina, ya que Beranek et al. (2024) hallaron que las
poblaciones de este mosquito en Buenos Aires, Cordoba y Rosario son menos competentes
de lo esperado para transmitir el genotipo L del VMAY. Es necesario realizar futuras
investigaciones para evaluar la competencia vectorial con otros genotipos del VMAY y
poblaciones de Aedes aegypti y Aedes albopictus del noreste de Argentina.

Particularmente el PNI representa un sitio potencial de riesgo para el ingreso de
nuevas cepas/variantes/genotipos que enriquezcan la poblacion del VMAY en el
compartimiento selvatico, asi como para el spillover de VMAY al ciclo urbano. En la
encuesta seroldgica la mayor prevalencia VMAY correspondié al PNI, aunque sin certeza
estadistica sobre la diferencia en la magnitud de circulacion con las otras ANP. De todas
maneras, el PNI tiene un considerable flujo de visitantes, con un crecimiento exponencial
de la actividad turistica, y es un centro turistico de interés tanto nacional como
internacional, lo que sugiere que la intensa actividad turistica podria facilitar la interaccion
entre turistas susceptibles y los vectores del virus en esta area, asi como para la dispersién
del VMAY a través de visitantes viremicos. Teniendo en cuenta los resultados de esta
encuesta, se plantea la necesidad de promover la vigilancia y control por parte de las
autoridades de salud publica y de las direcciones de areas protegidas. Asi mismo, se
destaca la importancia de mejorar la recopilacién de datos epidemiol6gicos y la vigilancia
de enfermedades emergentes en entornos naturales donde los determinantes para el

spillover estarian configurados.

El VMAY al formar parte del complejo de Semliki puede presentar reactividad
cruzada con otros virus del complejo, como el virus UNA. Este Gltimo se encuentra
ampliamente distribuido en zonas tropicales y subtropicales de América Central y Sur,
incluyendo el NEA y NOA de Argentina (Sabattini et al., 1998; Diaz et al., 2003; Diaz et
al., 2007; Jean et al., 2013). Para descartar este posible cruce se hizo pruebas de

seroprevalencia cruzada con el VUNA, si bien no se pudo realizar con los 7 animales
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positivos para VMAY, los resultados negativos en dos de ellos sugieren la ausencia de

reactividad cruzada en estos casos particulares, aunque no debe descartarse por completo.

A partir de los andlisis ANOSIM y NMDS realizados sobre los roedores
muestreados, se observd que el ensamble de especies entre las diferentes ANP
aparentemente no divergen notoriamente, lo que indica homogeneidad en términos de
dominancia y composicion de especies. Esta uniformidad podria explicarse por la similitud
fisondmica y ecoldgica de los sitios muestreados. Las cinco ANP se ubican en la region
subtropical del noreste de Argentina, caracterizada por climas y habitats similares, por lo
que hay baja variacién ambiental donde predominan principalmente bosques mesofilos y
selvas misioneras (Arana et al., 2021). A su vez, la fragmentacion y la pérdida de
vegetacion nativa, estd llevando a una pérdida de diversidad, lo que podria estar
contribuyendo a la homogeneizacion de las comunidades de roedores (Garcia, 2018).

Las comunidades de aves muestreadas presentan aparentes diferencias entre ANP,
pero no entre distritos biogeogréaficos. El ensamble de aves migratorias fue diferente entre
las ANP, esto se ve reflejado en que en el PPM y PPP las aves dominantes fueron
Tachyphonus coronatus y Trichothraupis melanops, mientras que Turdus amaurochalinus
fue la especie dominante de los muestreos del PNI. De todas maneras, corresponde ser
cautelosos dado la pérdida de datos de campo durante este proyecto. Esto limito la
posibilidad de ejecutar un marco analitico que respalde si la composicion de las especies

analizadas en la encuesta seroldgica reflejo la composicion de hospedadores en las ANP.

Ciertas caracteristicas de Akodon montensis, como su alta abundancia,
susceptibilidad a la infeccidon natural y capacidad de adaptacion a diversos entornos (Kuno
& Chang, 2005, Keesing et al., 2010), sugieren proponer esta especie como un potencial
hospedador de mantenimiento de los virus MAD y MAY. La presencia de ACNT contra
ambos virus en esta especie, junto con la predominancia de Akodon montensis en todas las
ANP muestreadas, representando el 88% de los roedores capturados, refuerzan la idea que
esta especie participa en los ciclos enzodticos de estos alfavirus. El rol de los roedores en
los ciclos enzodticos de estos alfavirus también fue expuesto a través de encuestas
serologicas (Vittor et al., 2016; Esposito & Fonseca, 2017). Esta alta abundancia coincide
con estudios ecoldgicos previos hechos en Brasil y en la provincia de Misiones, donde se

indica que Akodon montensis es una especie abundante en comparacion de otras especies
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de roedores sigmodontinos, tanto en hébitats naturales como disturbados del Bosque
Atlantico (Cirignoli et al., 2011; Galiano et al., 2013; Garcia 2018).

También es importante considerar que este trabajo permiti6 ampliar el rango de
hospedadores susceptibles al VMAY. Hasta el momento las familias de roedores
Echimyidae, Dasyproctidae, Erethizontidae, Cuniculidae cuentan con informacion
serolégica para proponerlas como hospedadores de mantenimiento (Celone et al., 2021) y
aqui se incluye el primer registro de un cricétido como potencial hospedador. Ademas, los
géneros de primates no humanos, marsupiales y xenartros implicados como hospedadores
del VMAY (Celone et al., 2021) co-ocurren en las ANP donde el VMAY fue prevalente
(Categorizacion de Mamiferos de Argentina). Por lo tanto, en las 5 ANP el componente de
hospedadores de la red transmision del VMAY indicaria la idoneidad para el

mantenimiento enzoético del virus.

Conclusion

Si bien el estudio presenta limitaciones por el tamafio de la muestra, el desbalance
temporal y espacial, los resultados obtenidos proporcionan informacion valiosa sobre la
epidemiologia de los virus MAD y MAY en las poblaciones de animales silvestres
estudiados. Esta informacion puede ser utilizada para el disefio de estrategias de control y
prevencion, que aborden las problematicas de la salud humana y animal desde el enfoque
de una Unica salud. La presencia de estos virus en esta region con gran actividad de
ecoturismo donde los visitantes estan expuestos a vectores selvaticos implica un alto riesgo
de transmision a humanos y animales domésticos, lo que enfatiza la necesidad de la
vigilancia de los casos febriles indiferenciados (Marcondes et al., 2017). Esto se debe al
subdiagnostico de casos de encefalitis y fiebre de Mayaro, ya que al presentar sintomas
muy similares a otras enfermedades producidas por arbovirus como el dengue, son
clinicamente indistinguibles unas de otras, lo que lleva a un subregistro de casos. Se
recomienda realizar estudios adicionales para comprender mejor la dinamica de
transmision de estos alfavirus, incluyendo la identificacion de vectores y hospedadores, la
caracterizacién de la circulacién viral en otras areas y la evaluacion del riesgo para la salud

del personal de las ANP, gendarmes, colonos y chacareros del Corredor Verde Misionero.
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Anexo

La variable respuesta del GLMM fue la exposicién (valor 1) o no (valor 0) a al menos uno
de los virus por NT en cada individuo analizado, de acuerdo a una distribucion binomial de
los errores. Las covariables incluidas fueron el distrito bigeogréfico (ki) y el peso
estandarizado de cada especie en referencia al promedio de las especies de roedores o de
aves analizadas (J1(masa)). La estructura anidada y desbalanceada en el disefio de
muestreo fue incluida como factor aleatorio (aj[i]). (Férmula 1)

Foérmula 1.

Alphavirus; ~ Binomial(n = 1, proby,havirus=1 = P)

p ,
l(){.’,’ [1 1)] = Q[i],k[i] T ,“f[(lllilsil)

aj~N (;1,,1,0;",’) , for muestreo:ANP j=1,...,J

ap ~ N (7§ + 71 (biogeogeivas mixtas) %a, ) » Or ANP k=1,... K
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Tabla 1. Especies de aves analizadas de las ANP del Corredor Verde Misionero

durante 2021 y 2022.

Familia Especie Nombre Comun N.°
Thraupidae Tachyphonus coronatus Frutero coronado 29
Thraupidae Trichothraupis melanops Frutero corona amarilla 27

Turdidae Turdus rufiventris Zorzal colorado 18

Turdidae Turdus amaurochalinus Zorzal chalchalero 16

Tityridae Schiffornis virescens Bailarin olivaceo 16
Passerellidae Zonotrichia capensis Chingolo 13
Thraupidae Saltator similis Pepitero verdoso 11

Parulidae Myiothlypis leucoblephara Arafiero silbon 10
Thraupidae Coryphospingus cucullatus Brasita de fuego 8

Turdidae Turdus albicollis Zorzal collar blanco 7

Pipridae Pipra fasciicauda Bailarin naranja 6

Turdidae Turdus leucomelas Zorzal sabia 6
Cardinalidae Cyanoloxia glaucocaerulea Reina mora chica 6
Columbidae Leptotila verreauxi Yeruti gris 6

Icteridae Cacicus haemorrhous Boyero cacique 5
Momotidae Baryphthengus ruficapillus Yeruva 4

Parulidae Geothlypis aequinoctialis Arafiero cara negra 4
Furnariidae Sittasomus griseicapillus Tarefero 4

Thamnophilidae Pyriglena leucoptera Batara negro 4
Pipridae Chiroxiphia caudata Bailarin azul 4
Conopophagidae Conopophaga lineata Chupadientes 4
Thraupidae Thlypopsis pyrrhocoma Pioro 4
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Thamnophilidae

Thamnophilus caerulescens

Choca comudn

Tyrannidae Myiarchus tyrannulus Burlisto cola castafia
Furnariidae Lepidocolaptes squamatus Chinchero escamado
Tyrannidae Mionectes rufiventris Mosquero ladrillito
Tyrannidae Pitangus sulphuratus Benteveo
Thraupidae Sicalis flaveola Jilguero dorado
Tyrannidae Corythopis delalandi Mosquitero
Cardinalidae Habia rubica Fueguero morado
Parulidae Basileuterus culicivorus Arafiero coronado chico
Furnariidae Syndactylarufosuperciliata Ticotico comun
Furnariidae Dendrocolaptes platyrostris Trepador oscuro
Tyrannidae Myiarchus ferox Burlisto pico negro
Troglodytidae Troglodytes aedon Ratona comun
Furnariidae Automolus leucophthalmus Ticotico ojo blanco
Tyrannidae Cnemotriccusfuscatus Mosqueta ceja blanca
Thraupidae Poospiza ornata Monterita canela
Furnariidae Dendrocincla turdina Arapasu
Tyrannidae Piprites chloris Bailarin verde
Trogonidae Trogon rufus Surucua amarillo
Picidae Celeus galeatus Carpintero canela

Thamnophilidae

Thamnophilus doliatus

Choca listada

Strigidae Glaucidium brasilianum Caburé chico
Thraupidae Haplospiza unicolor Afrechero plomizo
Tyrannidae Leptopogon amaurocephalus | Mosqueta corona parda
Tyrannidae Elaenia mesoleuca Fiofio olivaceo
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Phylloscopidae

Phylloscopus collybita

Mosquitero comun

Furnariidae Anabacerthialichtensteini Ticotico ocraceo
Cardinalidae Amaurospiza moesta Reina mora enana
Cardinalidae Cyanocompsa brissonii Reina mora grande

Thamnophilidae

Dysithamnus mentalis

Choca amarilla

Thraupidae Sicalisluteola Misto
Cuculidae Coccyzus melacoryphus Cuclillo canela
Tyrannidae Tolmomyias sulphurescens Picochato grande

Vireonidae Vireo olivaceus Vireo ojirrojo
Thraupidae Hemithraupis guira Saira Dorada
Thraupidae Saltator aurantiirostris Pepitero de collar
Fringillidae Chlorophonia cyanea Tangara bonito

Tabla 2. Seroprevalencia y cantidad de animales muestreados para VMAD y VMAY
en cada ANP, durante 2021 y 2022.

Areas naturales Unidad VMAD (%) VMAY (%)
protegidas Biogeografica
Roedores Aves Roedores
Parque Nacional | = oo oo mixtas | 0(0550) | 0 (0/42) 4 (2/50)
Iguazu
Parque Provincial | o\ oo mixtas | 0 (0/81) i 2,53 (2/79)
Urugua-i
Parque Provincial Bosque de 0,72
Pifialito Araucaria (1/139) 1,11 (1/90) [ 2,26 (3/133)
Parque Provincial Bosque de 0,83
Cruce Caballero Araucaria (1/120) i 0(01110)
Parque Provincial | g0y oo mixtas | 0(0/69) | 0(or131) | 0 (0/68)
Mocona
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