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RESUMEN

Los mamiferos domésticos y silvestres cumplen un rol importante en la epidemiologia de la
leptospirosis. El viséon americano Neogale vison es un mustélido introducido en Argentina que
podria actuar como portador/reservorio de leptospiras en la regiéon. Nuestro objetivo fue estudiar
la presencia de Leptospira spp. en muestras de orina y rifién de visones capturados (n= 25) en el sur
de la provincia de Neuquén. No detectamos la bacteria en ninguna de las muestras analizadas. Sin
embargo, consideramos importante profundizar estos estudios dados los habitos semiacudticos del
visén americano, su interaccién con especies silvestres, domésticas y con humanos, y su continua
expansion.
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ABSTRACT - Search for Leptospira spp. in the American mink Neogale vison (Schreber, 1777)
introduced in the province of Neuquén, Argentinian Patagonia. Both wild and domestic mammal
species play an important role in the epidemiology of leptospirosis. The American mink Neogale
vison has been introduced in Argentina, where it could act as a carrier or reservoir of leptospiras.
Our objective was to study the presence of Leptospira spp. in urine and kidney samples of individuals
(n= 25) captured in Southern Neuquén province. No Leptospira spp. were detected in the analyzed
samples. However, we highlight the importance of broadening these studies given the semiaquatic
habits of the American mink, its interaction with wild and domestic species and also with people, and
its continuous expansion.
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Las enfermedades zoondéticas constituyen una importante preocupacién a nivel
mundial, situacién que se vio reflejada en la pandemia ocasionada por el SARS-CoV-2
en el aflo 2019 (Morens et al. 2020) y mds recientemente por el brote de casos de
viruela del mono causado por un virus perteneciente al grupo Orthopoxvirus (Thor-
nhill et al. 2022; Velavan & Meyer 2022). Las actividades humanas generan diversos
cambios en el ambiente que frecuentemente modifican la tasa de encuentro entre
las especies silvestres, las domésticas y las personas, lo que altera la transmisién de
patégenos entre hospedadores (Daszak et al. 2001; Gottdenker et al. 2014; Lindahl
& Grace 2015). En el caso de la introduccién de especies exéticas, estas especies pue-
den traer consigo patégenos nuevos para los cuales las especies nativas no tienen
inmunidad, facilitando la ocurrencia de procesos conocidos como “pathogen pollu-
tion” y “spillover” (Cunningham et al. 2003; Lymbery et al. 2014; Ellwanger & Chies
2021; Uhart 2023). A su vez, la especie introducida puede convertirse en hospeda-
dora de patégenos existentes en el ambiente invadido y amplificar su efecto sobre
las especies de hospedadores nativos, mecanismo denominado “spillback”, o reducir
su efecto sobre los hospedadores nativos al aumentar la diversidad de hospedado-
res, “efecto dilucién” (Ostfeld & Keesing 2000; Kelly et al. 2009; Chinchio et al. 2020;
Uhart 2023). Hay numerosas especies silvestres que actdan como reservorios de dis-
tintos patégenos zoondticos, por lo que la introduccién de nuevos hospedadores po-
dria, en este sentido, modificar el mapa epidemiolégico de los patégenos circulantes
(Sepulveda et al. 2014; Han et al. 2016; Zhang et al. 2022). El monitoreo sanitario
de mamiferos silvestres en sus ambientes naturales permite conocer, por un lado, la
circulacién de bacterias, virus y parasitos de importancia zoondtica y, por otro lado,
las especies hospedadoras que intervienen en su transmisién y epidemiologia (Kelly
et al. 2020; Ghai et al. 2022). En el marco del concepto de Una Salud, esta informa-
cion es importante para tomar decisiones de manejo poblacional y/o sanitario, por
ejemplo, en el caso de especies silvestres introducidas o animales domésticos, y asi
poder prevenir o reducir brotes de enfermedades zoondéticas en un drea en particu-
lar (Gortazar et al. 2015; Kelly et al. 2020).

La leptospirosis es una zoonosis re-emergente ampliamente distribuida a ni-
vel mundial (Bharti et al. 2003; Schneider et al. 2017). Esta enfermedad es causada
por bacterias patégenas del género Leptospira con mas de 200 serovares que pue-
den afectar un amplio y variado rango de hospedadores, principalmente mamiferos
(Ellis 2015; Levett 2015). Constituye un importante problema de salud publica en
Latinoamérica y, ademaés, puede provocar pérdidas a nivel productivo y brotes en
especies con diferente estatus de conservacion (Cameron et al. 2008; Adler & de la
Pefia Moctezuma 2010; Draghi et al. 2011). Las especies que actian como reservo-
rio de esta bacteria intervienen en el mantenimiento del patégeno en el ambiente y
actuan como excretores y diseminadores de leptospiras a través de la orina (Seijo et
al. 2002; Adler & De La Pefia Moctezuma 2010; Brihuega & Tealdo 2011; Medeiros et
al. 2020). Las bacterias del género Leptospira son susceptibles a la desecacién, pero
poseen la capacidad de subsistir en el agua y ambientes humedos (Haake & Levett
2015). Por lo tanto, los humedales y cuerpos de agua de distinto tipo son propicios
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para su persistencia en el ambiente (Mufioz-Zanzi et al. 2014; Andre-Fontaine et al.
2015; Thibeaux et al. 2017). Las especies hospedadoras que usan estos ambientes,
entonces, tendrian particular relevancia en su diseminacién. La infeccién ocurre con
el ingreso de leptospiras a través de las mucosas o heridas, pudiendo ser por via di-
recta por contacto con orina de un animal infectado o por via indirecta a través de ali-
mentos o un ambiente contaminado (Sykes et al. 2022a, b). La depredacién de presas
infectadas puede ser también una ruta de transmisién directa (Shophet & Marshall
1980).

El visén americano Neogale vison (Schreber, 1777), perteneciente a la familia Mus-
telidae, fue introducido con fines peleteros en la Patagonia argentina y chilena en
la década de 1930. Debido a sucesivos escapes y liberaciones de individuos por el
fracaso econémico de los criaderos, los visones comenzaron a establecer poblacio-
nes silvestres y actualmente esta especie se encuentra en franca expansién a lo largo
de la Patagonia argentina (Guichoén et al. 2016; Valenzuela et al. 2019; Fasola et al.
2021). El visén americano tiene habitos semiacudticos y en Argentina se encuentra
principalmente en rios, lagos, humedales de los bosques andino patagoénicos y de la
estepa patagonica, en la costa marina de Tierra del Fuego, y en la ecorregién del Mon-
tey sistema de marismas del estuario del Rio Negro (Fasola et al. 2021). Es frecuente
también que esta especie use cuerpos de agua asociados a zonas con diferente grado
de urbanizacion (Valenzuela et al. 2019).

Estudios realizados previamente en esta especie en Argentina y en otros paises
donde también fue introducida indican que el visén americano es portador renal de
Leptospira spp. (Moinet et al. 2010; Barros et al. 2014; Martino et al. 2017; Salgado
Alfaro et al. 2020). Teniendo en cuenta que el agua es el ambiente primario que fa-
cilita la transmisién de Leptospira spp., y que el visén americano tiene hébitos de
vida semiacudticos, resulta claro pensar que este hospedador puede tener un rol cen-
tral en su epidemiologia (Haake & Levett 2015). Ademds, se conoce que los visones
americanos coexisten e interactian en forma directa o indirecta (e.g., uso de sitios
de alimentacién y refugio) con especies domésticas tanto de compaiiia (e.g., perros)
como de produccidn, y con otras especies silvestres como roedores, que son consi-
derados los principales reservorios de leptospiras patégenas y una parte importante
de su dieta (Vanasco et al. 2003; Fasola et al. 2011; Valenzuela et al. 2013; Boey et
al. 2019). Estos antecedentes resaltan la importancia de monitorear a esta especie
como potencial hospedador de la bacteria en Patagonia. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar la presencia de Leptospira spp. por métodos directos en vi-
sones silvestres provenientes de poblaciones establecidas en el sur de la provincia de
Neuquén, Patagonia argentina.

Entre octubre de 2011 y marzo 2018, dentro del marco de acciones de control del
vis6n americano realizadas por organismos provinciales (Centro de Ecologia Aplica-
da de Neuquény Cuerpo de Guardafaunas de la provincia de Neuquén), se capturaron
25 visones americanos en los alrededores de las localidades de Junin de los Andes
(latitud -39,916358; longitud -71,103401) y Aluminé (latitud -39,329961; longitud
-70,920067), provincia de Neuquén. Los individuos capturados fueron donados con
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fines de investigacion por los organismos provinciales. De los 25 individuos captura-
dos (19 adultos, 2 subadultos y 4 juveniles), a 13 individuos se les practicé la necrop-
sia a continuacién de la eutanasia, mientras que los restantes 12 fueron conservados
a-20°C por cuestiones operativas, para su posterior inspeccién y toma de muestras.

Se colectaron en forma aséptica en un laboratorio ambos rifiones enteros de todos
los ejemplares (n= 25) y muestras de orina cuando habia cantidad suficiente (n= 6).
Todas las muestras se conservaron a -20°C y fueron remitidas al Laboratorio de Lep-
tospira del Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (INTA) para su estu-
dio. Tanto las muestras de rifién como de orina se analizaron mediante: (1) técnica
de amplificacién directa por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y (2) técnica
de cultivo. Para la amplificacién directa por PCR se realizé un homogenato de una pe-
quefia porcién de tejido de rifién con Trizol, que fue luego utilizado para la extraccion
de ADN. Por otro lado, se separ6 una alicuota de la muestra de orina usando Trizol
para la extraccién de ADN, se centrifugé y se resuspendio el pellet obtenido en agua,
que fue posteriormente hervido. De ese producto se tom¢ el templado para realizar
la amplificacién directa por PCR (Goarant et al. 2020). Para el cultivo de rifién se
realiz6 un nuevo homogenato del cual se realizaron diluciones que fueron sembra-
das por duplicado en medio semis6lido EMJH (Difco Laboratorios). Para el cultivo de
orina se sembr¢ una alicuota directamente en el medio utilizado para el cultivo de
muestra de rifién, pero con el agregado de 5-fluorouracilo. Los cultivos se incubaron
6 meses en estufa a 28°C. En la técnica de amplificacién por PCR se utilizé como blan-
co de amplificacién el gen 16S rRNA especifico de Leptospira (Mérien et al. 1992).

Los resultados de las técnicas de PCR y cultivo tanto de rifién como de orina fueron
negativos para la presencia de la bacteria. Teniendo en cuenta que la obtencién de
muestras biolégicas en fauna silvestre reviste una gran complejidad, que las investi-
gaciones en esta linea son escasas en el drea de estudio y que existen antecedentes
de aislamientos positivos a partir de tejido renal previamente congelado (Sykes et al.
2022b), se realizo6 la técnica de aislamiento a partir del cultivo de tejido congelado en
forma complementaria a deteccién molecular por PCR directa (Tulsiani et al. 2011).
Este es el primer trabajo en analizar por métodos directos muestras de visones ame-
ricanos en busqueda de la presencia de Leptospira spp. en Argentina y, si bien no
se detectd la presencia de leptospiras en las muestras analizadas, es recomendable
continuar este tipo de andlisis ya que la cantidad de individuos muestreados y su
representacion geografica fue limitada. Un estudio serolégico previo realizado en la
provincia de Neuquén en seres humanos, ganado (vacas, caballos, ovejas, cabras) y
mamiferos silvestres (liebre, conejo, ciervo colorado), informé la deteccién de anti-
cuerpos en el 42% del total de los 920 animales analizados (domésticos y silvestres),
y en el 17% de las 151 personas evaluadas (Brihuega et al. 1984). Reportes relati-
vamente recientes (2019-2020) de casos de leptospirosis en dos personas y en un
perro en la zona de estudio (A. Zurschmitten y J. F. Ferndndez Canigia, comunicaciéon
personal) demuestran la importancia de continuar con la vigilancia de esta zoonosis
en el drea estudiada.

En Argentina existe solo un reporte de deteccién de anticuerpos contra L. interro-
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gans en suero de visén americano utilizando la técnica de microaglutinacién (MAT)
(Martino et al. 2017). Estudios previos realizados en esta especie en la Patagonia chi-
lenay en Francia confirman la presencia de leptospiras en el visén americano. Barros
et al. (2014) detectaron una prevalencia del 56% para leptospiras patégenas identi-
ficando secuencias relacionadas a L. interrogans y a L. borgpetersenii mediante PCR
en muestras de sangre y de rifién. En otro estudio realizado en la Patagonia chilena
se analizaron muestras de suero pertenecientes a dreas con baja y con alta interven-
cién ganadera mediante la técnica MAT, y muestras de rifién mediante cultivo con
posterior deteccidn y caracterizacién molecular de los cultivos positivos, hallando
L. interrogans servovar Copenhageni y L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
en ambas dreas, mientras que L. interrogans servoar Hardjo-prajitno fue encontra-
da solo en el drea con alta actividad ganadera (Salgado Alfaro et al. 2020). Por otro
lado, los estudios realizados en Francia encontraron una prevalencia de anticuerpos
de L. interrogans sensu lato mayor en los visones silvestres que en los de cautiverio
(Moinet et al. 2010). En la poblacién silvestre se hallaron los serogrupos Autumnalis,
Grippotyphosa, Panama, Sejroe, siendo Australis e Icterohaemorrhagiae los de ma-
yor prevalencia (Moinet et al. 2010). El registro de distintas especies de leptospiras
patégenas en vison americano, junto con el hallazgo de distintos serogrupos y sero-
vares, sugiere que esta especie puede tener un rol relevante en el mantenimiento y
circulacién de leptospiras en un ambiente determinado. La presencia de L. interro-
gans serovar Hardjo-prajitno y L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae refleja
la posibilidad de intercambio de leptospiras entre visones y animales domésticos,
como el ganado, y otros animales silvestres, particularmente los roedores. Esto su-
giere que existen diferentes fuentes de infeccién y quizas también diferentes vias de
contagio de acuerdo a las interacciones interespecificas y a las condiciones ambien-
tales de la comunidad invadida.

Los antecedentes descriptos indican la relevancia de realizar vigilancia activa de
Leptospira spp. en visén americano y la necesidad de continuar el monitoreo aumen-
tando la cantidad de individuos analizados y ampliando los sitios de estudio dentro
de la region. A su vez, incorporar el andlisis de distintos tipos de muestras junto con
la implementacién de otras técnicas y ampliar los anélisis a otras especies simpé-
tricas de mamiferos silvestres complementara la informacién existente sobre las
especies que actian como reservorios. En la actualidad hay un incremento de estu-
dios tendientes a estudiar el potencial zoondtico de animales silvestres, por lo que
continuar este monitoreo permitird, ademas, explorar el tipo de Leptospira presente
en el ambiente, con potenciales efectos sobre otras especies nativas. Dar a conocer
resultados negativos, como los presentados en este estudio, ayuda a reducir el sesgo
que genera informar sélo cuando se detecta el patégeno y puede modificar la inter-
pretacion de nuevos datos, lo que influye a su vez en el disefio de futuros estudios
(Stallknecht 2007; La Sala et al. 2022).

El monitoreo sanitario en especies exdticas invasoras permite evaluar el rol que
cumplen en la circulacién de patégenos y sus consecuencias en la comunidad inva-
dida. Generar informacién sobre el rol epidemiol6gico que poseen distintas especies
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silvestres en la transmisién de la Leptospira spp. en la Patagonia argentina permite
conocer cudles son las especies que intervienen en su transmisidn en esta region y
cuéles son los serovares de leptospiras con mayor circulacién. Los habitos semiacud-
ticos del vis6n americano, su amplia distribucién y su presencia en dreas peridomés-
ticas y en cuerpos de agua donde se practican actividades recreativas y deportivas
conllevan un riesgo para la salud publica (Monahan et al. 2009; Mufioz-Zanzi et al.
2014). A su vez, dado que el visén americano comparte el ambiente con especies
domeésticas y silvestres, puede actuar como hospedador puente en la transmisién de
patégenos a especies nativas en peligro de extincién, como el huillin Lontra provocax
(Thomas, 1908) (Sepulveda et al. 2014). A medida que se vaya obteniendo mds infor-
macién, se podra evaluar de manera mds completa e integral el riesgo sanitario que
conlleva la expansion y establecimiento de esta especie.
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