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RESUMEN

El principal vector intradomiciliar del Trypanosoma cruzi en el Cono Sur de América
Latina ha sido el Triatoma infestans. En la Ultima década se ha declarado la
interrupcion de transmision de la enfermedad por esta especie en varias areas
endémicas. El T. cruzi interactla con triatominos silvestres y reservorios mamiferos,
por ello hay un riesgo permanente de la invasidn de viviendas por especies
secundarias como 7. sordida y nativas de focos selvaticos como: T. guasayana, T.
guasu, Panstrongylus geniculatus, P. megistus que deben ser vigiladas para evitar el
proceso de colonizacion de las viviendas. El objetivo fue evaluar el potencial riesgo de
transmisién de la enfermedad de Chagas por especies secundarias de triatominos
capturados en etapa de vigilancia entomoldgica en areas endémicas de las regiones
Oriental y Occidental del pais. Se aplicaron técnicas moleculares asociadas a
indicadores entomoldgicos a un total de 759 ejemplares de 4 especies de triatominos
capturados en las dos regiones. Se detecté colonizacion del 19% por la especie T.
sordida en viviendas del Departamento de Concepcion. De las especies T. guasayana,
T. guasu, P. geniculatus consideradas especies del ambiente selvatico, se capturé al
menos 1 ejemplar en cada departamento en el intradomicilio. De 759 ejemplares
analizados, se detectaron 17 con infeccion natural con T. cruzi (2,2%), de los cuales 2
eran de P. geniculatus y 1 de T. guasayana, ambos del intradomicilio. Estos hallazgos
ponen en evidencia que existe un potencial riesgo de transmision de T. cruzi por estas
especies de triatominos.
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Chagas disease: Risk of transmission by secondary
species of triatomines captured in the entomological
surveillance stage in the two regions of Paraguay

ABSTRACT

The main intradomiciliary vector of Trypanosoma cruzi in the Southern Cone of Latin
America has been Triatoma infestans. In the last decade, the decrease in transmission
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of the disease by this species has been declared in endemic areas. T. cruzi interacts
with wild triatomines and mammalian reservoirs, therefore there is a permanent risk
of invasion of dwellings by secondary species such as 7. sordida and native to jungle
foci such as: T. guasayana, T. guasu, Panstrongilus geniculatus, P. megistus that
should be monitored to avoid the process of colonization of dwellings. The objective of
the study was to evaluate the potential risk of transmission of Chagas disease by
secondary triatomine species captured in the entomological surveillance stage in
endemic areas of the Eastern and Western regions of the country. Molecular
techniques associated with entomological indicators were applied to a total of 759
specimens of 4 species of triatomines captured in the two regions. Colonization of
19% by the species T. sordida was detected in dwellings of the department of
Concepcion. At least one specimen of the species T. guasayana, T. guasu, P.
geniculatus considered species of the jungle environment was captured in each
department in the intradomiciliary environment. Of the total number of specimens
analyzed (759), 17 were detected with natural infection with T. cruzi (2.2%), of which
2 were of P. geniculatus and 1 of T. guasayana both from intradomiciliary
environment. These findings show that there is a potential risk of transmission of T.
cruzi by these triatomine species.

Keywords: triatomines, secondary species, natural infection, T. cruzi.

INTRODUCCION

El principal vector transmisor en la Enfermedad de Chagas, causada por el parasito
Trypanosoma cruzi en la Region del Cono Sur de América Latina, es el Triatoma
infestans. El fendmeno basico de la transmision vectorial del T. cruzi al hombre y la
adaptacién de los triatominos al ecotopo doméstico, mas precisamente su
domiciliacién, dependen de factores tales como su grado de antropofilia, disponibilidad
de alimento y condiciones de la vivienda. La transmisién vectorial se lleva a cabo
principalmente a través de vectores estrictamente domiciliados*®, Esta via de
transmisién ha disminuido en la Gltima década, gracias a las decisiones politicas de los
paises que con actividades sostenidas de control vectorial han logrado el corte de la
transmisién intradomiciliar de T. cruzi por esta especie®. En Paraguay, se ha logrado
la interrupcién de la transmisién vectorial intradomiciliar por T. infestans en el afo
2018 en las regiones Oriental y Occidental del pais y se encuentran desde esa fecha
bajo vigilancia entomoldgica®®. A partir de los avances obtenidos en la eliminacion y
control de la transmisidn vectorial domiciliaria de T. cruzi, se observan cambios en la
dinamica de transmision que propician la emergencia de otros escenarios
entomoldgicos, tales como la ocurrencia de ciclos peridomésticos o silvestres que
involucran a especies autéctonas®. Muchas especies nativas adquieren importancia
epidemiolégica debido a la capacidad de intercambio entre habitats selvaticos y
domésticos, asi como para reemplazar el nicho ecoldgico de triatominos
domiciliarios'®., Por esta razén es importante considerar la presencia de especies
nativas de focos selvaticos como: T. sordida, T. guasayana, P. megistus y otros en el
proceso de colonizacion de las viviendas humanas y que son clasificadas como
potenciales vectores de la enfermedad. Existen reportes de nuestro grupo de trabajo
sobre la capacidad vectorial de la especie secundaria T. sordida provenientes de areas
endémicas de las dos regiones del Paraguay donde se describié una elevada
colonizacién e infeccidn natural en esta especie secundaria. En un estudio con
ejemplares de T. sordida capturados entre el 2005 y el 2007 en el departamento de
Concepcion (Region Oriental), la colonizacion intradomiciliar detectada fue del 44%
con una infeccién natural del 11%; mientras que en el Chaco Paraguayo (Regidn
Occidental) en un estudio con ejemplares de T. sordida capturados entre el 2013 y el
2015, se ha estimado un 87% de riesgo de transmision de T. cruzi intradomiciliar(®.
En otro estudio con T. sordida de la misma regién publicado en el 2018, donde se
analizaron 220 ejemplares, se detectd infeccién natural con T. cruzi en un 17,3%7,
Estos resultados evidencian la capacidad adaptativa de esta especie al domicilio, y un
incremento de su potencial vectorial para transmitir la enfermedad de Chagas en
areas del pais. Este estudio se realizd con el fin de evaluar el potencial riesgo de
transmision de la enfermedad de Chagas por especies secundarias de triatominos
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capturados en etapa de vigilancia entomoldgica en &areas endémicas de las dos
regiones del pais.

MATERIALES y METODOS

Area de estudio y poblacién: Se analizaron un total de 759 ejemplares de
triatominos de especies secundarias (7. sordida, T. gusayana, T. guasu y P.
geniculatus), de los departamentos de Concepcién, Paraguari, Cordillera y San Pedro
de la Region Oriental y los departamentos de Boquerdn, Pte. Hayes y Alto Paraguay de
la region Occidental. En la Tabla 1 se puede observar el nUmero de triatominos por
vivienda y por departamento como asi también la especie. Los ejemplares fueron
capturados en etapa de vigilancia entomoldgica por funcionarios del SENEPA entre el
2010 y el 2016, fueron clasificados taxonémicamente segln Lent y Wygodzinsky® y
analizados por microscopia 6ptica (MO) para la deteccién de T. cruzi en heces en el
laboratorio de Entomologia del SENEPA (MSP y BS). Todos fueron negativos para T.
cruzi por MO.

Tabla 1. Poblacion de estudio. NUumero de triatominos capturados, especies,
numero de viviendas infestadas, procedencia por dpto.

Especie de triatomino
Departamento I sordida P. geniculons T guasu T guasayana  Viviendas  Ejemplares

infestad as
Concepeitn 638 240 638
Pamguan 2 1 1 2 4
Cordillera 2 3 3
San Pedmo 1 1 1
Bogquemn 1 15 14 14
Pie. Hayes 39 3 26 94
Alto Parag nay 3 P 3 3
Total T30 4 3 22 291 759

Elaboracion de base de datos, obtencion de informacion epidemioldgica: Los
ejemplares estaban agrupados en bolsas individuales, de acuerdo con las viviendas de
donde fueron capturados, cada bolsa contenia una ficha con datos registrados por
funcionarios del SENEPA, donde se anotaron los datos entomoldgicos como: lugar de
captura (intra/peri), departamento, localidad, estadio (ninfa/adulto) y especie, como
asi también el resultado de infeccién natural con T. cruzi por MO. Con estos registros
se elaboré una base de datos en formato Excel para la obtencién de informacion
epidemioldgica.

Diseccion de Triatominos: Se realizo la diseccion de cada ejemplar para obtener las
heces del triatomino, colocandose cada muestra en microtubos de 1.5 ml, con 500 ul
de solucién tampdén (10mM Tris, pH 7.4, 1mM EDTA, 150 mM NaCl y 1% SDS). Las
muestras se llevaron a ebullicién por 15 minutos y posterior a eso se realizd una
centrifugaciéon a 8000 rpm por 5 minutos, luego se guardaron a -20°C hasta el
momento de la extraccion.

Extraccion de ADN: En casos de viviendas donde se capturé un solo ejemplar, se
tomsron 300 ul del sobrenadante resultante del proceso de diseccién y se colocaron en
un nuevo tubo de 1,5 ml para empezar la extraccion. En el caso de las viviendas
donde se capturaron mas de un insecto adulto, para la extraccion se prepararon
pooles, tomando un volumen del sobrenadante de cada tubo preparado inicialmente
con cada ejemplar hasta completar un volumen final de 300 ul. Este mismo
procedimiento se realizd6 con las ninfas provenientes de una misma vivienda. Cada
tubo fue incubado con 10 ul de proteinasa K (20ug/Ml) a 60°C por 1 hora. Luego se
inactivd la enzima por calentamiento a 95°C por 10 minutos (9-10). EI ADN fue
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extraido aplicando el método Fenol-Cloroformo, para precipitar el ADN se colocaron
500ul de etanol puro, glucégeno (20ug) y acetato de sodio 3M pH 5,4 en un 10% del
volumen recuperado. EI ADN obtenido se resuspendié en 100ul de H,O bidestilada
estéril ),

Cuantificacion de ADN: Se prepararon diluciones 1/20 del ADN resuspendido para la
cuantificacion de ADN en el espectrofotometro Bioware DNA (WPA, UK) obteniéndose
la concentracion de ADN en ng/ul y la pureza segun la relacién de absorbancia a
260/280. Las muestras que no tenian una relacion 260/280 igual o superior a 1,
fueron re-precipitadas y si aun asi no alcanzaban una pureza aceptable, se sometieron
a una re-extraccion con PCI (Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico) y Fenol, posterior
precipitacion y resuspensién del ADN. En caso de no obtener la lectura esperada
después de estos procedimientos, se repetia la extraccion con una nueva alicuota del
resuspendido inicial conservado a -20°C.

Infeccion natural con T. cruzi: La identificacion especie especifica de T. cruzi se
realizé por el método PCR empleando como blanco las secuencias repetitivas de ADN
nuclear (microsatélites) de T. cruzi, con los cebadores TCZ1 y TCZ2 descrito por Moser
et al. 'Y y ADN kinetoplastidico con cebadores 121 y 122 descrito por Degrave et al. y
Russomando et al. Los productos amplificados fueron analizados en geles de agarosa
al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo un transiluminador UV.

RESULTADOS

Elaboracion de la base de datos: Se elabord una base de datos con los registros
proveidos por el Departamento de Entomologia del SENEPA, correspondiente a cada
vivienda donde fueron capturados los triatominos en etapa de vigilancia entomoldgica.
Del analisis de la base de datos se obtuvo informacion epidemioldgica sobre la especie
de triatomino capturado, el estadio (ninfa/adulto), el sitio de captura (intradomiciliar o
peridomiciliar), la procedencia y el nimero de viviendas infestadas por departamento.
Se analizé un total de 759 ejemplares procedentes de los departamentos Concepcion,
Paraguari, Cordillera y San Pedro, de la Region Oriental y los departamentos de
Boquerdn, Pdte. Hayes y Alto Paraguay de la Region Occidental. En el dpto. de
Concepcion se capturd un total de 638 triatominos de la especie T. sordida, de los
cuales 43 ejemplares fueron capturados en el intradomicilio y 595 ejemplares en el
peridomicilio, de los capturados en el intradomicilio, 8 eran ninfas y 35 eran adultos,
de los capturados en el peridomicilio 289 ejemplares eran ninfas y 306 eran adultos.
Las viviendas infestadas fueron en total 240. Del Departamento de Paraguari se
analizaron 4 ejemplares, 2 de la especie P. geniculatus, 1 de la especie T. guasu y 1
de la especie T. guasayana, de los 4 ejemplares, 2 fueron capturados en el
intradomicilio y 2 en el peridomicilio, todos eran adultos. Las viviendas infestadas
fueron 2. En el dpto. de Cordillera se capturaron 3 ejemplares adultos; 2 de la especie
T. guazu y 1 de la especie P. geniculatus. 2 ejemplares fueron capturados en el
intradomicilio y 1 ejemplar en el peridomicilio, Las viviendas infestadas fueron 3. En el
dpto. de San Pedro se capturdé en una vivienda un ejemplar adulto de la especie T.
guasayana en el intradomicilio. En el Dpto. de Boquerodn se capturaron 14 ejemplares;
13 de la especie T. guasayana y 1 de la especie P. geniculatus, 2 ejemplares
correspondientes al intradomicilio y 12 al peridomicilio. Las viviendas infestadas
fueron 14. En el dpto. de Pte. Hayes se capturaron 94 ejemplares, 5 de la especie T.
guasayana y 89 de la especie T. sordida, 9 ejemplares eran del intradomicilio y 80 del
peridomicilio, las viviendas infestadas fueron 26. En el dpto. de Alto Paraguay se
capturaron 5 ejemplares de 5 viviendas, 2 de la especie T. guasayana y 3 de la
especie T. sordida, todos del peridomicilio. Estos resultados se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Distribuciéon de los triatominos capturados por departamento segln especies,
estadio (ninfas o adultos), lugar de captura (intradomicilio/peridomicilio) y nimero de
viviendas infestadas.

Intradomicilio Peridomicilio
Departamento  Viviendas Especie N2 de Ejemplares N° de Ejemplares Total
infestadas
Concepcion 240 T Sordida 43 (3N/35A) 503 (280N/306A) 638
Paraguari 2 P. geniculatus 1A 1A 4
T guasu 1A
I guasayana 1A
Cordillera 3 P geniculatus 1A 3
T guasu 1A 1A
San Pedro 1 I. guasayana 1A 1
Bogueron 14 F. geniculatus 1A 14
I guasqyana 1A 124
Pte. Hayes 26 I’ guasqyana A o4
T Sordida 9A 80 (75A/SN)
Alto Paraguay 5 I guasayana 24 5
T Sovrdida A
Total 291 759

A: Adulto; N: Ninfa

Deteccion de T. cruzi por la técnica PCR con cebadores especie-especificos.

Prueba de sensibilidad

Se realizé primeramente la prueba de sensibilidad en la deteccién de ADN nuclear
(con cebadores TCZ1 y TCZ2) y ADN Kinetoplastidico (con cebadores 121 y 122) para
lo cual se prepararon diluciones de ADN de cepas de referencia X;oCl; (clon 20) y Mncl,
(clon 39) equivalentes a 10, 100 y 1000 parasitos. La prueba permitié la deteccidn
minima de hasta 10 parasitos, visualizados con bromuro de etidio en un
transiluminador en un gel de agarosa al 2%. Se estimd visualmente la intensidad de
las bandas con el equivalente de parasitos y se clasificd de la siguiente manera: banda
débil (+) 10 parasitos, banda de mediana intensidad (++) 100 parasitos y banda
fuerte (+++) por arriba de 100 parasitos (Figura 1).

Deteccion de infecciéon natural con T. cruzi en los triatominos analizados:

De 759 ejemplares analizados (140 pooles; promedio de 4 ejemplares por vivienda y
200 muestras individuales), se logré detectar infeccion natural con T. cruzi en 17
ejemplares, de los cuales, 12 triatominos fueron capturados en el peridomicilio:
especie T. sordida (11) y T. guasayana (1) y los 5 ejemplares infectados en el
domicilio corresponden a adultos de las especies: T. sordida (2), P. geniculatus (2) y
T. guasayana (1). No se capturaron ninfas infectadas naturalmente en el domicilio.
Ver Tabla 3.

En la Figura 1 se pueden observar tanto los productos obtenidos con controles
positivos (cepas de referencia) y su equivalencia en cantidad de parasitos, como asi
también los productos de amplificacion de los ejemplares T. cruzi positivos con bandas
de 198 pb obtenidos con los cebadores TCZ1 y TCZ2 y 330 pb obtenidos con los
cebadores 121 y 122.
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Figura 1. Productos de amplificacion por PCR de cepas de referencia de T. cruzi y muestras de triatominos
con cebadores TCZ1/TCZ2 y 121/122. Carriles 1 al 6, reacciones de PCR con cebadores TCZ1/TCZ2 y
productos de 198 pb y carriles 8 al 13, productos amplificados con cebadores 121,122 con tamafio de 330
pb. Carril 1 y 2: Control positivo (cepa de referencia X;oCl;) 10 y 100 pardsitos respectivamente e
intensidad de banda equivalente. Carril 3,4: muestras de triatominos con infeccion natural con T. cruzi.
Carril 5: muestra de triatomino sin infeccidn natural con T. cruzi. Carril 6: control negativo de reaccion
(agua). Carril 7: marcador de peso molecular de 100 pb. Carriles 8 y 9 corresponden a controles positivos
(cepas de referencia X10Cl;), 100 y 10 parasitos respectivamente. Carriles 10, 11 y 12: correspondientes a
ejemplares de triatominos infectados con T. cruzi con intensidades de bandas fuertes. Carril 13: control
negativo de reaccion (agua).

Tabla 3: Infecciéon natural con T. cruzi detectada en 17 ejemplares de especies
secundarias por sitio de captura y estadio.

Departamento Especie N? de Ejemplares capturados Infeccion natural con T.
cruzi, sitio de captura y

estadio .
Concepcion I Sordida 638 9P (BA/IN)
1D (A)
Paraguari P. geniculatus 2 1D (A)
I guasu
I’ guasayana 1
Cordillera P. geniculatus 1 1D (A)
T puasu 2
San Pedro T guasayana 1
Boqueron P. geniculatus 14 1D (A)
I’ guasayana
Pte. Hayes I’ guasgyana ] 1P(A)
I Sordida 8% 2P (LASINY /1D (A)
Alto Paraguay T guasayana 2
T Sordida 3
Total 750 17

D:Intradomiciliar, P: Peridomiciliar A: Adulto; N: Ninfa
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DISCUSION

Un total de 759 ejemplares de triatominos, de las especies T. sordida, T.
guasayana, T. guasu, y P. geniculatus fueron incluidos en este estudio, todos
capturados en el domicilio y/o peridomicilio. En Paraguay, segun datos publicados por
el SENEPA, se han registrado hasta la fecha la circulacion de 8 especies de
triatominos; entre las que se encuentran: T. infestans, T. sordida, T. guasu, T.
guasayana, P. geniculatus, P. megistus, Triatoma platensis y Rhodnius sp. Entre ellas,
el T. infestans y el T. sordida se destacan por su importancia epidemiolégica®. Los
759 ejemplares de triatominos que han sido incluidos en este estudio fueron
capturados en fase de vigilancia entomoldgica en 7 departamentos: Concepcion (T.
sordida), San Pedro (7. guasayana), Cordillera (P. geniculatus y T. guasu), Paraguari
(P. geniculatus, T. guasayana y T. guasu), Alto Paraguay (T. guasayana y T. sordida),
Pte Hayes (T. guasayana y T. sordida) y Boquerdn (T. guasayana). Tan solo 17
triatominos (2,2%) de los 759 ejemplares analizados con cebadores especie especifico
arrojaron positividad para infeccién natural con 7. cruzi, de los cuales la mayoria
fueron de la especie T. sordida, 13/17 (76,4%) 10 capturados en el Departamento de
Concepcidon y 3 en el Departamento de Pte. Hayes. Este resultado resalta una vez mas
la importancia del vector T. sordida como un vector secundario en Paraguay para la
enfermedad de Chagas''®. Al analizar los hallazgos en el Departamento de
Concepcidon, cabe resaltar que 638 de los 759 (84%) triatominos totales de este
estudio eran ejemplares de T. sordida del citado departamento, sé observo que 43
ejemplares (8 ninfas y 35 adultos) fueron capturados en el intradomicilio de los cuales
resultd positivo 1 ejemplar adulto, ademas de registrarse nuevamente colonizacion
intradomiciliar de esta especie. El ejemplar adulto en el domicilio pone en evidencia el
riesgo de ingreso continuo de especies secundarias. Los otros 9 ejemplares positivos
eran del peridomicilio, de los cuales 8 eran adultos infectados y una ninfa infectada.
En Pte. Hayes también T. sordida fue la especie mayoritaria 89 (94,7%) del total de
94 ejemplares capturados, encontrandose 3 ejemplares con infeccion natural, uno de
ellos adulto intradomiciliar y 2 de ellos en el peridomicilio (1 adulto y 1 ninfa). Estos
hallazgos resaltan la problematica del peridomicilio con animales mamiferos pequefnos
infectados con T. cruzi que facilitan la capacidad vectorial de T. sordida al invadir y
colonizar las viviendas. Sin embargo, si se analiza que tan solo 9 (1,4%) de los 638
ejemplares de T. sordida evaluados del Departamento de Concepcion y 3 (3,4%) de
los 89 ejemplares de T. sordida evaluados del Departamento de Pte. Hayes resultaron
infectados naturalmente con T. cruzi resulta un porcentaje de infeccion mucho menor
en comparacion con trabajos anteriores publicados por nuestro grupo de trabajo
donde se habia reportado hasta un 10,6 % de infeccion natural con 7. cruzi en dicha
especie en el Departamento de Concepcién y 17,3% en el Chaco Paraguayo (5-7). En
el afio 2020, se reportaron infecciones naturales de la especie T. sordida en Paraguari,
Cordillera y San Pedro del 19%, 44% y 20% respectivamente*?. En los Departamento
de Pte. Hayes y Boquerdn, se capturaron 5 y 14 ejemplares de la especie T.
guasayana, respectivamente. En la Regién Occidental o Chaco, la especie T.
guasayana deberia ser monitoreada, al detectar infeccidon natural con 7. cruzi en un
ejemplar adulto capturado dentro del domicilio en Boquerdn y un ejemplar adulto con
T. cruzi en el peridomicilio en Pte. Hayes. En los Departamentos de Paraguari y
Cordillera, los triatominos adultos capturados dentro del domicilio de la especie P.
geniculatus estaban infectados naturalmente con 7. cruzi*?). Cabe destacar que estas
muestras son de especies selvaticas, en nuestro pais no hay mucho reporte de
infeccion de estos vectores diferentes a 7. sordida. Existen pocos trabajos en el pais
que reportan infeccion natural con T. cruzi en triatominos de especies selvaticas, y
que invaden el domicilio. En un trabajo realizado en huésped y reservorios del Gran
Chaco se reportd infeccidn en un ejemplar de T. guasayana'’®. La presencia de
especies nativas de focos selvaticos generalmente se da ya que el nicho ecolégico de
los mismos es invadido y destruido, como consecuencia de las urbanizaciones. Es
importante considerar la presencia de especies nativas de focos selvaticos en proceso
de colonizacién en la vivienda ya que las mismas son clasificadas como vectores
potenciales para la transmisién de la enfermedad(®. Como conclusién de este trabajo
se resalta que la presencia de triatominos de especies secundarias detectadas dentro
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del domicilio de las viviendas y la infeccion natural de los mismos podria ser un
indicador de la busqueda de adaptacién a las viviendas y el intento de ocupar el lugar
del vector principal. Estos hallazgos ponen en evidencia que existe un potencial riesgo
de transmisidn de T. cruzi por estas especies de triatominos por lo que la presencia de
estos vectores en las viviendas en etapa de vigilancia entomoldgica obliga a replantear
o reforzar el proceso de vigilancia.
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