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RESUMEN

En este estudio se analiz6 la transmision cavernicola de Trypanosoma cruzi en diferentes
microambientes de la cueva “El Salitre”, ubicada al centro del estado de Morelos. La
infeccion por T. cruzi fue identificada mediante homologia de secuencias de kDNA, mientras
que los linajes y DTUs fueron analizados usando el gen mini-exén (ME). Se recolectaron
un total de 279 mamiferos silvestres pertenecientes a 4 érdenes, 7 familias y 12 especies,
resultando 79 (28.3%) organismos positivos a la infeccidon con T. cruzi. Las cinco especies
de murciélagos recolectadas fueron positivas a T. cruzi. En el presente estudio establece el
primer registro de A. hirsutus y M. velifer como reservorios de T. cruzi. Las especies de
roedores, B. musculus y P. melanophrys presentaron ejemplares infectados. El unico
marsupial recolectado (D. virginiana) y uno de los dos gatos ferales (F. catus) también
resultaron positivos a T. cruzi. Ninguna muestra de A. hirsutus amplificé para ME, el resto
de las especies de murciélagos tuvieron infeccién con Tcl, en infeccion sencilla o mixta. La
infeccién con Tcll fue menor, con la excepcién de L. yerbabuenae y P. parnellii que no
tuvieron infeccion con ese linaje. G. soricina y M. velifer fueron las Unicas especies con
infeccidn mixta. Las dos especies de roedores (B. musculus y P. melanophrys) presentaron
infeccidon sencilla con Tcll, mientras que P. melanophrys mostré una infeccion mixta. La
unica infeccion en un gato feral (1/2) fue mixta con ambos linajes del parasito, finalmente el

tlacuache (D virginiana) tuvo infeccion sencilla de Tcll.

Se recolectaron 74 insectos de los cuales 33 fueron hembras y 24 machos, diez ninfas del
5to, seis del 4to y uno del 3er estadio ninfal. El promedio global de infeccion fue del 77%,
la infeccion con linaje Tcl fue de 60.4%, la tasa de infeccion de Tcll fue de 15.1% vy las
infecciones mixtas fueron de 9.4%. El analisis de fuente alimenticia indicé que conejos del
género Sylvilagus son la principal fuente alimenticia de las recolectadas. Los DTUs
observados en este trabajo fueron en su mayoria de Tcl, y en menor cantidad TcVI, el
primero ampliamente distribuido en México circulando en los ciclos domésticos y silvestres.
Por otra parte TcVI es considerado como una de los DTU mas raros comunmente asociado

a ciclos silvestres.

Palabras clave: Cueva, Microambiente, Reservorio, Vector



ABSTRACT

In this study the transmission of Trypanosoma cruzi cave is analyzed in different
microenvironments of the cave "El Salitre", located in the center of the state of Morelos. T.
cruzi infection was identified by sequence homology kDNA while DTUs and lineages were
analyzed using the mini-exon gene (ME).A total of 279 wild mammals belonging to 4 orders,
7 families and 12 species were collected, resulting 79 (28.3%) positive organisms to infection
with T. cruzi. The five species of bats collected were positive for T. cruzi. In the present study
it establishes the first record of A. hirsutus and M. velifer as reservoirs of T. cruzi. Rodent
species, B. musculus and P. melanophrys had infected specimens. The collected only
marsupial (D. virginiana) and one of two feral cats (F. catus) also prove positive for T. cruzi.
No sign of A. hirsutus amplified for ME, the other species of bats were infected with Tcl, in
simple or mixed infection. Tcll infection was lower, with the exception of P. parnellii and L.
yerbabuenae who had no infection that lineage. G. soricina and M. velifer were the only
species with mixed infection. The two species of rodents (B. musculus and P. melanophrys)
had simple infection Tcll while P. melanophrys showed a mixed infection. The only infection
in a feral cat (1/2) was mixed with both lineages of the parasite; finally opossum (D

virginiana) had simple infection Tcll.

74 insects were collected of which 33 were females and 24 males ten nymphs 5th six and
one 4th 3rd nymphal stage. The overall infection rate was 77%.Tcl lineage infection was
60.4%, Tcll the rate of infection was 15.1% and mixed infections were 9.4%. The blood meal
source analysis indicated that the genus Sylvilagus rabbits are the main blood meal source
of bugs collected. The DTUs observed in this study were mostly Tcl, and a lesser amount
TcVI, the first widely distributed in Mexico circulating in domestic and wild cycles. However

other hand TcVI is considered one of the rarest DTU commonly associated with wild cycles.

Keywords: Cave, Microenvironment, Reservoir, Vector



INTRODUCCION

Los murciélagos son un componente importante de las comunidades neotropicales,
debido a que ocupan una gran cantidad de nichos troficos y suelen ser los
mamiferos con mayor riqueza de especies y abundancia en la region (Giannini y
Kalko, 2004). Algunas especies de murciélagos se reconocen como importantes
reservorios de enfermedades infecciosas y patdégenos zoonéticos incluyendo a
Trypanosoma cruzi, debido a su gran movilidad, amplia distribucion y su conducta
social (Hamilton et al., 2012a; Ramirez et al., 2013), atributos que pueden amplificar
y dispersar la transmisidon de patégenos. Los murciélagos, han interactuado con los
T. cruzi y otros tripanosomas desde hace mas de 50 millones de afios (m.a.); este
tiempo ha permitido una diversificacion genética del género, utilizando a los
murciélagos como reservorios. Actualmente se sabe que mas de 90 especies de
murciélagos, han sido reportados con la presencia de una gran variedad de
genotipos o DTUs (Unidades Discretas de Tipificacion) de T. cruzi; Tcl, Tcll, Tclll
TcVI, infeccidon mixta (Noireau et al., 2009; Barnabe et al. 2003). Por otro lado, se
ha reportado un genotipo de T. cruzi unico en los murciélagos, denominado Tcbat.
En los murciélagos, también se ha reportado la subespecie T. cruzi marinkellei y las
especies T. rangeli, T. dionisii y T. vespertilionis (Molyneux, 1991; Marcili et al.,
2009; Pinto et al., 2012). Esta diversificacion del género Trypanosoma ha dado paso
a la hipdtesis de que a partir de un antepasado de los tripanosomas, estos
aparecieron y se diversificaron dentro de los murciélagos, y solo algunos clados
lograron saltar a los mamiferos terrestres e incluso al hombre. Los insectos
triatdminos que se alimentan de los murciélagos, mamiferos arboricolas y terrestres
pueden haber facilitado la transicion a otras especies de mamiferos (Cavazzana et
al., 2010; Hamilton et al., 2011 y 2012a; Lima et al., 2012).

Los marsupiales son otro grupo de mamiferos estrechamente relacionados en la
transmision de T. cruzi, este grupo suele tener densas parasitemias, Evolutivamente
los marsupiales se han adaptado al grado de poder ser reservorios y vectores a la

vez y son considerados como uno de los primeros grupos de mamiferos no



voladores que interactuaron con T. cruzi hace aproximadamente 38 m. a. (Legey et
al., 2003; Yeo et al., 2005).

La importancia de una especie hospedadora como depdsito de un patégeno de
transmision vectorial depende principalmente de la prevalencia de la infeccion en
esta, la capacidad del hospedero para infectar insectos, y la tasa de contacto
hospedero-vector (Cohen y Gdrtler, 2001). Al tratarse de un parasito multi-
hospedero, su ciclo de transmisidn representa un sistema complejo, donde sus
poblaciones son mantenidas en la naturaleza por numerosas especies de vectores
y reservorios, por lo que puede estar presente en la mayoria de biomas y habitats
de América, incluyendo los ambientes cavernicolas. (Thomas et al., 2007; Lisboa et
al., 2009; Ares et al., 2009; Roque et al., 2013).

La transmisién de T. cruzi, incluye mamiferos con distintas capacidades de
dispersion, los animales domésticos amplifican las poblaciones presentes de T.
cruzi, los roedores, xenartros y marsupiales mantienen el flujo de las poblaciones
peridomésticas y de ecotono principalmente, por su parte los carnivoros y
murciélagos mantienen el flujo de las poblaciones de ecotono a silvestres y
ocasionalmente a peridomiciliario. Los murciélagos son los principales dispersores
de mayor amplitud debido a su capacidad de volar y desplazarse a grandes
distancias, asi como la capacidad de ocupar distintos refugios durante el afo
(Rademaker et al., 2009; Rocha et al., 2013; Ramirez et al., 2013).

Los refugios son los sitios donde ocurre la interaccion vector-hospedero, suelen ser
lugares rocosos, arboles huecos, construcciones abandonadas y cuevas (De la
Fuente et al., 2008). El uso de una cueva como refugio depende de la disponibilidad
de recursos, asi como de las condiciones microclimaticas como la estructura de la
cueva, el flujo de aire, la humedad relativa, la temperatura, la intensidad de luz (Avila
y Medellin, 2004; Pekins, 2006; Ladle et al., 2012; Solano, 2003). Una cueva por lo
general presenta tres zonas. 1) Zona de penumbra, cercana a la entrada y de

condiciones similares a las del exterior. 2) Zona de media, en completa obscuridad



y de temperatura variable, 3) zona profunda de la cueva, de completa obscuridad
con temperatura constante (Hoffmann et al. 1986; Arita, 1994). En cada zona existen
condiciones microambientales que reflejan los requerimientos fisiologicos,
reproductivos y sociales de las especies animales que las habitan (Hoffmann et al.
1986).

Como microambiente en una area modificada (ecotono), una cueva representa un
ecosistema zoondtico unico, debido a sus caracteristicas abiotticas, y la dominancia
de mamiferos voladores y el registro de la afinidad de los triatbminos a estos sitios.
Guhl y colaboradores (2007) afirman que las cuevas son ecotipos silvestres
fundamentales para la comprensién epidemiolégica de T. cruzi. Por ejemplo en
cuevas de Guatemala, se ha reportado interacciones entre Triatoma dimidiata y 10
mamiferos distintos, entre los que destaca la fuente sanguinea humana, animales

domésticos, asi como tlacuaches, roedores y murciélagos (Stevens et al., 2014).

Las cuevas Neotropicales utilizadas por los murciélagos, proporcionan un refugio y
alimento para otros mamiferos (roedores, carnivoros y marsupiales) que pueden ser
visitantes frecuentes o residentes permanentes. Ademas hay una alta diversidad de
invertebrados, que encuentran su habitat en el guano de los murciélagos (Ladle et
al., 2012).

Una gran parte del territorio mexicano esta formada por rocas sedimentarias que
permiten la formacién de cuevas, pero el numero, la ubicacion y la biodiversidad de
las cuevas mexicanas solo se conoce parcialmente. Se calcula que existen mas de
siete mil cuevas o cavernas en el pais (Lazcano, 1983; Espinoza, 1999). En el
estado de Morelos han sido registradas alrededor de 33 cuevas, sin embargo se
estima que éstas representan apenas un 10% de las que pueden existir en el
Estado. La cueva “El Salitre”, se encuentra ubicada al centro del estado de Morelos,
es una de las cuevas mas importantes debido a sus dimensiones y a la riqueza de
fauna que alberga, incluyendo varias especies de murciélagos y reduvidos

hematofagos de la especie Triatoma pallidipennis. Es probable que exista la



presencia de distintos roedores, carnivoros y marsupiales, que son abundantes en
la regién y se sabe que presentan cierta afinidad a refugiarse o alimentarse en

cuevas (Hoffmann et al. 1986).

En el estado de Morelos se ha registrado principalmente a Triatoma pallidipennis,
en menor frecuencia T. dimidiata y T. barberi (Ramsey et al., 2003), siendo la
primera el vector mas importante de T. cruzi para el Estado (Medina-Torres et al.,
2010). En la entidad, se ha reportado que este insecto se puede encontrar entre
rocas apiladas, paredes de roca o carrizo, graneros, cuevas, techos de teja, paja o
carrizo. Ademas, asociado a lotes sin construir (Bautista et al., 1999; Ramsey et al.,
2000; Enger et al., 2004). Se ha reportado, aproximadamente 150 comunidades
rurales infestadas con vectores (Cohen et al., 2006). Tan solo en el municipio de
Tlatizapan, en donde se realiz6 un estudio de prevalencia, el 87% de los triatbminos
colectados estaban parasitados con T. cruzi. Mientras que en la localidad de
Chalcatzingo se reportaron triatbminos con una prevalencia del 50% (Villegas-

Garcia y Santillan-Alarcén, 2001; Ramsey et al., 2012).

Estudios realizados en el estado de Morelos han reportado varias especies de
mamiferos silvestres como reservorios de T. cruzi. Por ejemplo, en el municipio de
Tlatizapan se han reportaron varias especies de roedores (Peromyscus
melanophrys, Baiomys musculus, Neotoma mexicana y Liomys irroratus) con una
prevalencia de infeccion del 30%, los mamiferos medianos como Didelphis
marsupialis con el 87% y los murciélagos Pteronotus parnelli y Artibeus jamaicensis
con una prevalencia del 21% (Villegas-Garcia y Santillan-Alarcén, 2001). En el
municipio de Jiutepec, se registro la presencia de T. cruzi en ratones de las especies
Rattus rattus, Peromyscus melanophrys, Liomys irroratus, Baiomys musculus y Mus
musculus con prevalencias hasta del 50%, mientras que murciélagos de las
especies Artibeus jamaicensis, Sturnira parvidens, Leptonycteris yarbabuenae,
Pteronotus parnellii y Desmodus rotundus tuvieron prevalencias entre 36 y 59%
(Villegas-Garcia y Santillan-Alarcén, 2004). En la localidad de Chalcatzingo,

ubicada en la region sureste del estado, en el municipio de Jantetelco, siete



especies de ratones se encontraron infectadas con T. cruzi. Las especies mas
abundantes como; Sigmodon hispidus, Liomys irroratus, Mus musculus y
Peormyscus levipes, tuvieron una prevalencia promedio del 6.2%, mientras
especies menos abundantes como Baiomys musculus y Rattus rattus tuvieron una
prevalencia cerca al 30%. En esa comunidad, los murciélagos colectados no
presentaron infeccion de T. cruzi (Ramsey et al.,, 2012). Finalmente un estudio
realizado en ocho localidades del estado de Morelos, se registraron prevalencias
del 4% al 20% en roedores de las especies Rattus rattus, Liomys irroratus,
Peromyscus levipes, Peromyscus melanophrys, Reithrodontomys fulvescens,

Neotoma mexicana y Baiomys musculus (Montes, 2014).

No existen estudios sobre la transmision de T. cruzi en ambientes cavernicolas, sin
embargo, en estudios realizados en otros tipos ambientes silvestres o de ecotono
se ha documentado la participacion de los murciélagos en ciclos de transmision de
T. cruzi (Lopez-Cancino et al., 2015). Debido a la creciente evidencia de la infeccion
amplia de diferentes grupos de murciélagos con T. cruzi en el pais, es importante
analizar la dinamica del parasito en los microambientes cavernicolas, determinar si
los patrones migratorios de los murciélagos presentes en la cueva tienen
importancia en el mantenimiento y dispersion de las poblaciones de T. cruzi.
Analizar si la distribucidén y abundancia relativa de los mamiferos dentro de la cueva
es relevante en la transmision de T. cruzi. Asimismo, es importante medir la
prevalencia de T. cruzi en las especies de mamiferos y triatdminos presentes en el
habitat cavernicola. O si los factores microclimaticos de la cueva influyen en la

interaccion entre vector-hospedero.



OBJETIVO GENERAL

» Caracterizar la asociacién entre la abundancia de los reservorios y la
prevalencia de infeccidon de Trypanosoma cruzi en diferentes microambientes

dentro de la cueva.

Objetivos especificos
» Caracterizar el ambiente y la biodiversidad de un habitat cavernicola con

presencia de T. cruzi.

» Medir la prevalencia de T. cruzi en las especies de mamiferos y triatbminos
presentes en el habitat cavernicola.

» Asociar la prevalencia de infecciébn con la abundancia relativa de los
murciélagos.

» Comparar los Unidades Discretas de Tipificacion (DTUs) de T. cruzi
encontrados en los vectores y reservorios de la cueva con los reportados en

otras aéreas del estado de Morelos

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La cueva “El Salitre” se ubica en el municipio de Tlaltizapan, en la localidad de
Tetecalita (UTM 0479987 y 2073194, sistema WGS84) a una altitud de 1,100 msnm.
El clima de esta zona es calido subhumedo con lluvias en verano (Figura1). De
manera general, la vegetacion del area estd compuesta de pequeinos parches de
vegetacion secundaria arbustiva y la cueva se encuentra rodeada de areas de

cultivo y potreros. Existen varias unidades habitacionales.

Frente a la entrada de la cueva se encuentra un campo de cultivo de cafa

(Saccharum officinarum), con una extension de aproximadamente 2 ha. Alrededor



del cultivo se encontraron seis especies arbéreas nativas de la selva estacional
(lpomea arbérea, Guazuma ulmifolia, Lysiloma divaricatum, Acacia sp,
Pithecellobium dulce, Heliocarpus sp).

Figura 1. Ubicacion de la cueva “El Salitre” en el estado de Morelos y la division de la cueva
en 6 micrositios de estudio.

Micrositios de la cueva del
Salitre, Morelos

Y entrada

DR

R pasillo2

PO SO

m pasillo1
camara3
camara2

@ camara1

Tlaltizapan, Mor. México

+  Posicién Geogréfica

- morelos

00.0D.02 004 0.06 0.08
s e Kilometers



A ocho metros al este de la entrada se encuentra una vereda donde transitan
personas a pie, caballos y camionetas. Junto al camino se encuentra un canal de
riego, seguido por una zona arida. A menos de 100 metros al sureste de la entrada
de la cueva, se localiza una casa habitada y un potrero/establo para ganado vacuno

y equino.

La cueva se encuentra compuesta por tres camaras diferenciadas estructuralmente
y un pasillo que conecta con cada una de ellas. A lo largo de toda la cueva (225
metros lineales) se pueden observar escorrentias de salitre, o que le da el nombre
al refugio (Hoffmann et al. 1986). La cueva se encuentra en una zona geoldgica de
origen volcanico, dentro de la formacion Morelos, y esta compuesta principalmente
de caliza y dolomita de edad Albiano-Cenomaniano (130-100 m. a) (Fries, 1960;
Bonet, 1971). Ambas rocas presentes en la cueva son clasificadas como calcareas,
presentando facultad de disolverse y ampliar fisuras iniciales. Esta caracteristica
permite la formacién de paredes complejas, con cavidades a toda escala que

pueden ser utilizadas como refugios de artrépodos (Galan, 1993).

La composicion de la comunidad de invertebrados esta representada por una gran
variedad de artrépodos; &acaros, coledpteros, lepiddpteros, himendpteros vy
hemipteros (Hoffmann et al., 1986). Los murciélagos se distribuyen a lo largo de
toda la cueva en pequefos grupos de Artibeus hirsutus y Glossophaga soricina,
estacionalmente colonias de Pteronotus parnellii, una pequefia poblacion temporal
de Leptonycteris yerbabuenae y una importante colonia de maternidad de Myotis
velifer que desplaza a la mayoria de las especies de finales de marzo a principios
de septiembre (Hoffmann et al. 1986; Peralta-Rodriguez, 2009; Fuentes-Vargas,
2011; Monter, 2013; Figura 2).

Caracterizacion de variables abioticas de la cueva
Las variacion de la temperatura y humedad relativa del interior de la cueva fueron

medidas con Data loggers (Omega USB-502). La velocidad y direccidén del aire se



cuantificé utilizando anemometros, y finalmente con un fotometro se registré la
intensidad de luz a lo largo de la cueva. Adicionalmente, se midi6 el volumen de las
camaras de la cueva. En conjunto, los datos se utilizaron para delimitar diferentes
microambientes. Debido a la profundidad de la cueva y la forma fisica de la misma,
se dividi6 en seis segmentos o micrositios (entrada, camara 1, camara 2, camara 3,
pasillo 1, pasillo 2; Figura 1). Se caracteriz6 la vegetacion circundante en un radio
de 50 metros a partir de la boca de la cueva. Dentro de esta area se realizaron
colectas de triatbminos y mamiferos terrestres, para obtener informacién sobre la

presencia de reservorios potenciales de T. cruzi en este perimetro.

Figura 2. Distribucion de especies de murciélagos en las cdmaras de la cueva “El Salitre”.
A =Distribucién de los murciélagos durante el mes de marzo, B =Distribucién de los
murciélagos durante los meses entre abril y septiembre.
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Colecta de mamiferos

En el mes de mayo del 2012 se realiz6 un muestreo piloto en la cueva “El Salitre”,
en el cual fueron colectadas 63 hembras prefiadas de Myotis velifer (Cuadro 1),
debido a que en ese mes se encuentra una colonia de maternidad de dicha especie
(Fuentes-Vargas, 2011). El muestreo principal se realizé durante marzo y mayo del
2014.

Los murciélagos fueron capturados utilizando una red de niebla de 8m de longitud
por 2 de alto, colocada en la salida de la cueva entre las 19 y las 22 horas. Las
colectas de murciélagos fueron realizadas durante dos noches seguidas, y el
esfuerzo de muestreo final fue de 16m/12hrs/ 192m/r. Para estimar la abundancia
relativa de la colonia de murciélagos se realizaron videograbaciones a la salida de
la cueva con video de infrarrojos (camara Nightshot Sony) siguiendo el método de
Rodriguez y Palmeirim, (1994). Se realizaron grabaciones de una hora durante
cuatro noches seguidas de cada mes (marzo, abril y mayo), iniciando cuando se
observaba un flujo considerable de murciélagos emergiendo del refugio. El esfuerzo
final de las grabaciones fue de 12hrs. Este método no invasivo permite evitar
alteracion en el comportamiento natural de las especies, y asi comparar los cambios
en la abundancia de las diferentes especies en el refugio y complementar las

capturas por redes.

Los mamiferos medianos fueron colectados usando trampas Tomahawak, ubicadas
dentro de cada bdoveda, con cebos de trozos de sardina como atrayente, durante
cinco dias consecutivos. Al exterior de la cueva, se muestred un radio de 40 metros
a partir de la boca de la cueva, se colocaron cuatro trampas Tomahawak. La captura
de roedores se realizo utilizando 32 trampas Sherman separadas cada diez metros
por medio de transectos junto a las paredes de la cueva. Debido a la alta humedad
registrada dentro de la cueva, las trampas fueron cebadas con granos de maiz
compuesto (para evitar crecimiento de hongos). Las trampas fueron revisadas una
vez al dia, durante 10 dias. Al exterior de la cueva se utilizaron 32 trampas Sherman

colocadas en transectos alrededor de la entrada de la cueva en un radio de 40
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metros, se utilizé el mismo cebo y debido a las altas temperaturas y exposicion solar
de las trampas, fueron revisadas dos veces al dia durante tres dias. El esfuerzo de

muestreo para los roedores y mamiferos medianos fue de un area total de 1622 m2.

Todos los especimenes colectados (permiso No. SGPA/DGVS/11728/14) fueron
identificados a nivel de especie, usando las claves de Alvarez-Castafieda (1996) y
Medellin et al., (2008). El peso y las medidas morfométricas y reproductivas
convencionales (longitud total, longitud de la pata, longitud de la oreja, longitud del
antebrazo y peso), sexo y estado reproductivo de cada ejemplar fueron registradas.
Los organismos fueron sacrificados con cloroformo y el corazén fue conservado en
alcohol al 95%, para analisis moleculares. El cuerpo completo de todos los animales
fue preservado en etanol al 95%. Se obtuvo una muestra de sangre, de 57
especimenes de Artibeus hirsutus debido a que esta listada como especie
vulnerable en la clasificacion de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN), después de ser procesados los especimenes fueron liberados

en el sitio de captura.

Colecta de Triatbminos

Para la recoleccion de chinches dentro y fuera de la cueva se implementaron cuatro
diferentes estrategias: 1) A lo largo de toda la cueva se colocaron mantas de tela
blanca en el suelo cubriendo un espacio de tres metros desde la pared, donde se
realizd un cepillado en las paredes hasta su altura maxima; 2) Se realiz6 una
busqueda exhaustiva de chinches removiendo piedras del suelo y localizando
madrigueras de mamiferos como roedores y tlacuaches; 3) Se utilizaron trampas
para insectos de luz negra, las cuales fueron colocadas junto a zonas rocosas Yy
cerca de las grietas notorias dentro de la cueva, y al exterior junto a arboles con
troncos huecos. Las trampas fueron activadas a las ocho de la noche y revisadas
periddicamente cada 15 minutos, manteniéndose activas durante dos horas. 4) Se

utilizaron cinco gallinas como cebo vivo, las cuales fueron colocadas
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individualmente dentro trampas Tomahawak (1.7cm x 36cm) cubiertas por cinta
adhesiva de doble cara, agrupadas dentro de cada camara de la cueva y revisadas
dos veces al dia. Las gallinas fueron colocadas una noche por micrositio;
diariamente se les alimentaba y se revisaba detenidamente un perimetro de 3
metros alrededor de ellas y finalmente se revisaba el estado de la cinta y su

capacidad adherente.

De todos los triatbminos colectados se registro la especie, estadio ninfal y el sexo
de adultos y posteriormente los insectos fueron colocados en frascos con alcohol al
90% separandolas por cada micrositio de la cueva. La identificacion taxonémica se
realizé utilizando la clave de Lent y Wygodzinsky (1979). Con la finalidad de realizar
el diagndstico molecular de T. cruzi a los insectos se les extrajo el tubo digestivo y
el contenido estomacal por separado en caso de presentarlo, los cuales se

colocaron en tubos eppendorff con 300uL de DNAZzol.

Diagnostico de Trypanosoma cruzi por PCR

La presencia de T. cruzi fue confirmada mediante PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa) de tejido cardiaco de los hospederos; y del tubo digestivo y contenido
intestinal de los triatdbminos siguiendo procedimientos estandarizados (Ramsey et
al., 2012). EI ADN gendémico (ADNg) fue extraido utilizando aproximadamente 25
mg de tejido y DNAzol (Invitrogen), siguiendo el protocolo para extraccion de ADN
total descrito en el manual de procedimiento del producto. El pellet de ADNg
extraido fue resuspendido en 80ul de agua libre de nucleasas, y conservada a 20°C
hasta su uso para el diagnostico molecular de T. cruzi, para caracterizar el linaje de

T. cruzi y para la identificacion de fuente alimenticia.

La infeccién de T. cruzi en tejidos de mamiferos e intestinos de chinches fue
identificada mediante la amplificacion de regiones conservadas de ADN del
minicirculo del kinetoplasto, usando los oligonucleétidos S34 59- ACA CCA ACC
CCA ATC GAA CC-39 y S67 59-TGG TTT TGG GAG GGG SSK TC-39 que
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amplifican un fragmento de 120pb (Sturm et al., 1989; Ramsey et al., 2012). La
reaccion final de PCR fue de 25pl, conteniendo 5uL de Bufer, 2ul de NaCl,
1.5uldNTPS, 13.85ul rna free water y 0.15ul Taq polimerasa. Los ciclos de PCR
consistieron de una primera desnaturalizacion por cuatro minutos a 94°C, seguida
por 35 ciclos que constan cada uno de 30 segundos para la desnaturalizacion del
ADN a 94°C, 30 segundos para el templado o pegado de los primers a 60°C y 30
segundos para la extensién a 72°C, y una ultima extension por 10 minutos a 72°C
(Mota et al., 2007).

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de 2% agarosa, tefiidos con
bromuro de etidio y observados bajo luz UV en un transiluminador. En todos las
reacciones de PCR se utilizé como control positivo una muestra de ADNg de T.
cruzi, cepa Cari06 (Breniere et al., 2003). Se realizé una segunda PCR para la
mayoria de las muestras con los mismos oligonucleétidos y condiciones, debido a
la baja tasa parasitaria en los tejidos, y la competicion por amplicones no-

especificos de origen del reservorio (Loépez-Cansino et al., 2015).

Todos los productos de PCR fueron purificados con Qiaquick Gel Extraction Kit
(Quigen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Debido a
amplicones no especificos de un tamano similar a la banda esperada de T. cruzi
(aproximadamente 120pb), todas las bandas entre 110 y 130 pb fueron purificadas
y secuenciadas para verificar su identidad, comparandolas con secuencias

depositadas en la base de datos de GenBank.

Identificacion de linajes y DTUs de Trypanosoma cruzi

Las muestras de tejidos o contenidos intestinales positivos para T. cruzi con los
oligonucleétidos S34/S67 fueron analizados para linaje y DTUs mediante
amplificacion de la region intergénica del gen de mini-exén utilizando tres
oligonucleétidos (Fernandes et al., 1998). Dos oligonucleotidos rio arriba

(upstream), derivados de la region hipervariable del gene mini-exén fueron: (TC-5’-
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GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC-3'y TC2-5-CCT GCA GGC ACA CGT
GTG TGT G-3’) y un oligonucleétido rio abajo (downstream), que corresponde a las
secuencias presentes en ambos linajes principales de T. cruzi, Tcl y Tcll, fue: (TC-
5-CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG-3). Se utilizé la reaccion de PCR
modificada por Botero et al., (2007), usando un volumen de 2ul ADNg molde de las
muestras de mamiferos y triatdminos positivas a T. cruzi (S34/S67) en un volumen
final de 25ul. Las condiciones de amplificacion consistieron en una temperatura
inicial de desnaturalizacion a 94°C por 3 min, seguido de 27 ciclos de
desnaturalizacion del ADN a 94°C por 30 seg, alineamiento de los oligonucledtidos
a 55°C por 30 seq, y elongacion de la cadena a 72°C por 30 seg, y un periodo de
elongacion final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR de 350 pb estan
esperados para linaje |, y 300 pb para linaje Il. Los amplicones fueron separados
por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, teiidos con bromuro de etidio y
observados en luz UV. Para optimizar la amplificacién del gen del mini-exon de las
muestras positivas se realizé una segunda PCR, usando las mismas condiciones,
utilizando las bandas de los tamafios esperados, evidentes o no en UV. Todos los

productos de PCR fueron purificados y secuenciados para verificar su identidad.

Identificacion taxon6mica de la fuente alimenticia

Las fuentes de alimentacion de los triatdbminos fueron identificadas por PCR
siguiendo la metodologia desarrollada por Mota et al., (2007). Se emplearon tres
oligonucledtidos a un volumen final de 25 ul, usando 1ul de ADNg molde, los
oligonucledtidos se utilizaron a una concentracion de 50, 15 y 36 pM,
respectivamente. Los ciclos de PCR consistieron en: un ciclo de desnaturalizaciéon
inicial de 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30
segundos, alineamiento a 51°C por 30 segundos, y una temperatura de extension a
72°C por 30 segundos, y un periodo de extensién final a 72°C durante 10 minutos,
los productos fueron separados en geles de agarosa al 2% y visualizados con luz
UV.
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ANALISIS DE DATOS

Se construyd una curva de acumulacion de especies de mamiferos que fue usada
para determinar la eficiencia del muestreo y estimar la cantidad de especies
presentes en la zona (Jiménez-Valverde y Hortal, 2003) empleando el programa
EstimateS v. 8.2 (Colwell 2012). La abundancia absoluta de las especies de los
murciélagos fue calculada a partir de las videograbaciones a la salida de la cueva.
Una vez identificadas las especies grabadas, fue contado el nimero de individuos
por especie que entraban y salian del refugio. El total de entradas observadas fue
restado del total de salidas, evitando con ellos sobrestimar el numero de ejemplares,
utilizando la formula: N=le-li donde, N= tamafo poblacional de la especie r, le=
numero de individuos que emergen del refugio, y li= numero de individuos que

ingresan al refugio.

Se realizaron analisis de frecuencias entre la prevalencia de T. cruzi asociada con
la especie y el sexo de los reservorios, edad y sexo del vector, por grupo tréfico de
los murciélagos (frugivoros, insectivoros y nectarivoros), segun la permanencia de
especies en la cueva (permanentes= G. soricina y A. hirsutus y temporales= P.
parnellii, L. yerbabuenae y M. velifer), segun mamiferos voladores vs no voladores,
segun fecha de colecta (2012 vs 2014). Las asociaciones anteriores fueron
evaluadas usando una prueba de Mann Whitney o de Kurskal-Wallis segun el caso,
para determinar si existe diferencia significativa en dichas asociaciones. Finalmente
se utilizé una regresion lineal simple para entender la relacion entre la prevalencia
de infeccion y la abundancia relativa de las especies de murciélagos. Lo anterior se

realizo en el programa Statistica v. 10 (StatSoft. 2011).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas en el programa BioEdit v.7.0.9. (Hall,
2004). Se utilizaron secuencias de referencia de cinco Tcl (TclaAM259467, Tclb
AM259469, Tclc AM259472, Tcld AM259473, TcleEF576840), y cinco secuencias
del resto de DTUs (numeros de acceso de GenBank: AY367125, Tu18; AY367126,
M5631; AY367123, Canlll; AY367128, MN y AF510513, CLBrener). Se construyé

un arbol de distancias genéticas de Nei, que consiste en incorporar distancias
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corregidas como la de Tamura-Nei o Jukes y Cantor y asi poder determinar la
composicidn nucleotidica del gen, para comparar las secuencias de nucledétidos,
este analisis se realizé en el programa Mega v.4. Se utilizé el programa DNAsp v5
(Rozas, 2009) para el analisis de haplotipos y la relacién filogenética fue
reconstruida con el método de median-joining (MJ). Se determinaron los indices de
variabilidad genética para un fragmento del gene de mini-exén para las muestras de
Tclay TcVI. El analisis se dividié en a) Cueva “El Salitre” en el estado de Morelos y
b) se considerd varias muestras de ocho localidades del estado de Morelos. Se
estimaron el numero total de mutaciones (n), numero de sitios polimoérficos (S),
numero de sitios unicos (Su), numero promedio de diferencias nucleotidicas (K),
numero de haplotipos (Nh), diversidad haplotipica (Hd), indice de diversidad
nucleotidica (11), e indice de polimorfismo nucleotidico (©). Se estimaron las
pruebas de neutralidad, Dy F de Fu y Li (1993); y D de Tajima (1989), con base en
el numero de sitios segregantes, usando el programa DnaSP v.5 (Rozas, 2009). Se
realizdé la prueba de distribucion de Mismatch con el programa Arlequin v.3.5
(Excoffier y Litcher 2010), basado en la distancia genética pareada (Roger y
Harpending, 1992), con soporte de 10,000 pseudo-réplicas. El indice de
Raggedness (r) y la suma de las desviaciones al cuadrado (SSD) se utilizaron con
el fin de validar el modelo de expansion reciente. La estructura genética poblacional
de T. cruzi se calcul6 mediante un analisis de varianza molecular (AMOVA) con
10,000 permutaciones con el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier y Litcher 2010). La
diversidad genética de T. cruzi calculada para la cueva fue comparada con la del
habitat doméstico de las ocho localidades del estado de Morelos, ademas se
comparo Tcl de la cueva con Tcl silvestre y ecotono de las mismas ocho localidades
del estado de Morelos, se calculé mediante un analisis de varianza molecular
(AMOVA) con 10,000 permutaciones con el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier y
Lischer, 2010).

Las secuencias de citocromo b obtenidas para la identificacién de fuente sanguinea,

fueron analizadas por medio de un blast realizado en la base de datos de NCBI,
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donde se compararon las secuencias obtenidas con todas las secuencias de la
mencionada base de datos. Tomando en consideracién aquellas secuencias que
presentaran mas del 95% de compatibilidad/similitud, y usando la base de

CONABIO para especies registradas para el estado.

RESULTADOS

Caracterizacion de la cueva

La cueva cuenta con una profundidad de 225 metros, la entrada cuenta con 1.8
metros de alto por 4 metros de ancho, la altura de la cueva varia entre 2-6 metros,
y el ancho entre 4-12 metros. Los parametros fisicos de temperatura y humedad
relativa, fueron poco variables durante todo el periodo de muestreo (marzo-junio).
El rango de temperatura fue de 20-25°C, la humedad relativa de 79-99% vy

finalmente la intensidad de luz de 0-4Im-s (Figura 3).

Comunidad de mamiferos

Las especies recolectadas dentro y fuera de la cueva “El Salitre” alcanzaron una
representatividad del 95%, con 12 especies. El rango esperado fue de 8 a 16
especies. Se recolectaron 279 individuos de mamiferos silvestres pertenecientes a
4 ordenes, 7 familias, y 12 especies. El orden mas abundante fue Chiroptera,

seguido de Rodentia, Carnivora y Marsupialia.
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Figura 3. Muestra las medias de los parametros fisicos; Temperatura (a), Humedad (b) e
Intensidad de luz (c), obtenidas con los Datalogers al interior de la cueva durante todo el
periodo de muestreo (Marzo-Junio). Utilizando el programa Arc Gis v.10, se generaron los

siguientes mapas.
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Se colectaron 242 individuos pertenecientes a cinco especies de murciélagos de las
familias Vespertilionidae, Mormoopidae y Phyllostomidae. En el muestreo piloto de
la cueva en mayo de 2012, 63 individuos de Myotis velifer fueron colectados. En
marzo de 2014, 148 ejemplares fueron colectados, siendo la especie Artibeus
hirsutus, la mas abundante, seguida por Glossophaga soricina, Pteronotus parnellii,

Leptonycteris yerbabuenae y un pequefio grupo de Myotis velifer (Cuadro 1).
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Durante el mes de abril las videograbaciones indicaron una variacion en las
poblaciones, siendo M. velifer la especie mas abundante seguida de A. hirsutus, G.
soricina, P. parnellii y L. yerbabuenae. En el mes de mayo se colectaron 31
ejemplares de la especie mas abundante M. velifer, solo se logré registrar un
pequefio grupo de A. hirsutus, el resto de las especies no fueron observadas
durante las grabaciones (Cuadro 1). Al realizar la comparacién de las abundancias
relativas obtenidas con las grabaciones y las abundancias relativas con lo
recolectado en red, se observaron diferencias en M. velifer lo grabado fue una
tercera parte de lo recolectado, mientras que en G. soricina se recolect6 la mitad de
lo grabado, en A. hirsutus se grabo ligeramente mas de lo que se recolectd, en L.

yerbabuenae y P. parnellii coinciden ambas abundancias relativas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de murciélagos recolectadas en la cueva “El Salitre”, segun captura por
redes de niebla (colectas), o por grabacién infrarroja (grabacion), en tres meses de 2014.
Se incluye el numero absoluto (N) y la abundancia relativa (AR) para cada una de las cinco
especies encontradas.

N (AR) marzo N (AR) abril N (AR) mayo
Especies Colectas Grabacion Grabacion Grabacion
Myotis velifer 18 (12.2%) 23 (3.9%) 1124 (79.4%) 5490 (98.5%)
Artibeus hirsutus 57 (38.5%) 237 (40.6%) 147 (10.4%) 86 (1.5%)
Glossophaga soricina 23 (15.5%) 163 (27.9%) 78 (5.5%) -
Leptonycteris yerbabuenae 19 (12.8%) 62 (10.6%) 25 (1.8%) -
Pteronotus parnellii 31 (21.0%) 99 (17.0%) 41 (2.9% -

Se recolectaron 37 ejemplares de mamiferos no voladores, de los cuales 34
corresponden a cinco especies del orden Rodentia, pertenecientes a dos familias;
Cricetidae y Heteromidae, La especie mas abundante fue Baiomys musculus (21),
seguida de Peromyscus melanophrys (8), Liomys irruratus (3), Neotoma mexicana
(1) y Sigmodon sp (1). Del orden Carnivora dos ejemplares de Felis catus y del
orden Marsupialia un ejemplar de la especie Didelphis virginiana fueron

recolectados.
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Colecta de Triatoma

Se recolectaron 74 triatbminos de la especie Triatoma pallidipennis, 70 fueron
capturados en el micrositio sefialado como entrada y en la periferia de la misma,
tres fueron donados por la vivienda ubicada a 100 metros de la entrada de la cueva,
y otra fue recolectada en el micrositio nombrado como pasillo 2 (Cuadro 4). De los
74 insectos recolectados 57 fueron adultos, de los cuales 33 fueron hembras y 24
machos. Los 17 insectos restantes se encontraron en tres distintos estadios
ninfales; diez insectos del 5to estadio, seis del 4to estadio y uno del 3er estadio
ninfal. De los 74 insectos, 29 no tuvieron contenido intestinal y se les asignaron al
grupo G1, mientras 45 insectos que tuvieron contenido intestinal fueron asignados

al grupo G2.

Infeccidén de Trypanosoma cruzi en mamiferos

Un total de 79 (28.3%) de 279 ejemplares de mamiferos fueron positivos a T. cruzi.
La prevalencia de infeccion del orden Chiroptera fue similar al de Rodentia, 26.4%
y 38.2%, respectivamente (Cuadro 2). El unico marsupial recolectado y uno de los

dos gatos ferales también resultaron infectados.

Las cinco especies de murciélagos recolectadas, fueron infectadas con T. cruzi, con
tasas de infeccion de 15.8% (A. hirsutus) y 50.0% (M. velifer). La tasa global de las
poblaciones de M. velifer fue de 32.1%, aunque la de mayo de 2012 fue de 27.0%
y la de marzo del 2014 de 50.0%. Glossophaga soricina fue la especie que tuvo la
segunda infeccion mas alta con 30.4%. De todas las infecciones verificadas por
homologia de las secuencias del KDNA, solo 35.9% de ellas amplificaron con el gen
nuclear del mini-exén (ME). Sin embargo, la eficacia de amplificacién con ME fue
variable, ninguna muestra extraida de la sangre de A. hirsutus amplific6 con ME,
mientras que entre 20.0% y 60.0% de las demas especies y poblaciones
amplificaron para este gen.
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Con excepcidn de la poblacién de M velifer colectada en mayo de 2014, todas las
demas poblaciones y especies tuvieron infeccion entre 75% y 100% con Tcl, en
infeccion sencilla o mixta. La infeccion con Tcll fue menor a la anterior con un
promedio de 47.8%, entre 25.0% y 100.0%, con la excepcién de L. yerbabuenae y
P. parnellii que no tuvieron infeccion con ese linaje. Glossophaga soricina y M.
velifer fueron las Unicas especies con infecciones mixtas de los dos linajes, entre
16.7% y 25.0%. La infeccion mixta y la proporcional de los dos linajes no fueron
similares entre las tres poblaciones de M. velifer. Los dos grupos de muestras
recolectadas cuando M. velifer es practicamente la unica especie en la cueva, en
mayo 2012 y 2014, tuvieron infeccion mixta baja de 16.7% o nula, respectivamente,
en comparacion al 25% obtenido para marzo de 2014. Sin embargo, no hubo
asociacion entre infeccion mixta e indice Tcl/Tcll, que fue la mas alta en el grupo de

mayo, 2012, y la mas baja en mayo, 2014.

La prueba de Mann Whitney mostr6 que la infeccion con T. cruzi es
significativamente diferentes entre hembras y machos (P= 0.0008) siendo estos
ultimos los que presentaron un mayor numero de infectados. De igual manera la
prueba de Kruskal Wallis indicd una diferencia significativa entre la prevalencia de
infeccion y el gremio tréfico de los murciélagos (P= 0.001) siendo los insectivoros el

gremio con mayor infeccion.

Al comparar las prevalencias de los mamiferos voladores frente a los mamiferos no
voladores se encontr6 una diferencia significativa (P=0.0021), donde las
prevalencias de los mamiferos voladores obtuvo una tasa de 26.4%, mientras que
los mamiferos no voladores a pesar de que sus colectas fueron bajas, se obtuvo
una tasa de prevalencia de 38.2%. Al comparar las prevalencias de los murciélagos
que son habitantes permanentes con los murciélagos que son habitantes
temporales se encontré una diferencia significativa de (P=0.0022), siendo los

habitantes temporales los que presentaron mayor tasa de prevalencia del 32.8%.
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Dos de las cinco especies de roedores, B. musculus y P. melanophrys tuvieron
infecciones de 33.3% y 75.0%, respectivamente. La falta de infeccion en las demas
especies esta sin duda relacionada con el numero bajo de ejemplares colectados.
La eficacia de amplificacion del ME fue consistente con la prevalencia de infeccion
en las dos especies de roedores, amplificando en solo 14.3% de B. musculus,
mientras en 50.0% de P. melanophrys. B. musculus presenté infeccién sencilla con
Tcll, mientras que P. melanophrys tuvo infeccion con Tcl y Tcll. La unica infeccion
en un gato feral (1/2) fue mixta con ambos linajes del parasito. El tlacuache tuvo

infecciéon sencilla de Tcll

Infeccidén por Trypanosoma cruzi en Triatoma pallidipennis

Un total de 74 T. pallidipennis fueron recolectados dentro, en la boca o
inmediatamente al exterior de la boca de la cueva “El Salitre” (Cuadro 3). Un 77%
de ellos fueron adultos, las ninfas fueron colectadas solamente al exterior de la
cueva. Un macho fue colectado en el pasillo 2 dentro de la cueva, mientras 16
chinches fueron colectadas del techo, pared y suelo de la boca de la cueva. Las
chinches del pasillo y de la boca de la cueva resultaron proporcionalmente menos
infectadas con T. cruzi que las del exterior. ElI promedio global de infeccion fue del
77%. Las chinches contenian seis especies de fuente sanguinea, principalmente
Sylvilagus sp, y una de cada especie de Sigmodon sp, P. melanophrys, B. musculus,

F. catus y Capra hircus.
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Cuadro 2. Infeccion con T. cruzi diagnosticada por KDNA y mini-exon (ME) en los mamiferos recolectados dentro o
inmediatamente fuera (< 100m) de la cueva “El Salitre”. La tasa de eficacia de amplificacion con ME, y las secuencias
identificadas de Tcl y Tcll y con infecciones mixtas

Mini-exén

Especie NUm. po_sitivo Prevalen_cia Tasa Amp | Tcl (# Tasa Tcll(# Tasa _ Infeccic')n

T. cruzi (N) T. cruzi ME/kDNA sec) Tcl sec) Tcll  Mixto mixta (%)
Artibeus hirsutus 9 (57) 15.8% 0.0% 0 - 0 - 0 -
Glossophaga soricina 7 (23) 30.4% 57.1% 3(1) 75.0% 2(1) 50.0% 1 25.0%
Leptonycteris yerbabuenae 5(19) 26.3% 20.0% 1(1) 100.0% 0 - 0 0.0%
Myotis velifer (mayo 2012) 17 (63) 27.0% 35.3% 5(1) 83.3% 2(1) 33.3% 1 16.7%
Myotis velifer (marzo 2014) 9 (18) 44.4% 44 .4% 43) 100.0% 1(1) 25.0% 1 25.0%
Myotis velifer (mayo 2014) 10 (31) 32.3% 60.0% 0 0.0% 6(1) 100.0% O 0.0%
Pteronotus parnellii 7 (31) 22.6% 28.6% 2(2) 100.0% 0 - 0 0.0%
Baiomys musculus 7 (21) 33.3% 14.3% 0 0.0% 1(1) 100.0% O 0.0%
Liomys irroratus 0 (3) 0.0% - - - - - - -
Neotoma mexicana 0(1) 0.0% - - - - - - -
Peromyscus melanophrys 6 (8) 75.0% 50.0% (1) 333% 2(2) 50.0% 0 0.0%
Sigmodon spp 0(1) 0.0% - - - - - - -
Didelphis virginiana 1(1) 100.0% 100.0% 0 0.0% 1 100.0% O 0.0%
Felis catus 1(2) 50.0% 100.0% (1) 100.0% 1(0) 100.0% 1 100.0%
Total Chiroptera 64 (242) 26.4% 35.9% 53.3% 652% 36.4% 47.8% 13.0%
Total Rodentia 13 (34) 38.2% 30.8% | 100.0% 25.0% 100.0% 75.0% 0.0%
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Cuadro 3. Especimenes de Triatoma pallidipennis recolectados dentro, en la boca y al exterior inmediato de la cueva “El Salitre”.
Ejemplares recolectados segun ubicacion y etapa, infeccion con T. cruzi y fuente sanguinea. M = macho, H = hembra, N5 = ninfa

5, N4 = ninfa 4, N3 = ninfa 3.

Etapa Fuente sanguinea

Sitio Infeccion
Habitat colecta N Hembra Macho N5 N4 N3 | T cruzi Syl Fc Ch Pm Bm Sig

Techo 5 3 2 0O 0 O 60.0% 1H 1M 0 0 0 0
Entrada cueva Pared 6 2 4 0O 0 O 66.7% 0 0 0 0 0 0

Suelo 5 4 1 0O 0 O 80.0% 1H 0 0 0 0 0
Pasillo 2 Pared 1 0 1 0O 0 O 100.0% 0 0 0 0 0 0
Exterior boca de la
cueva Suelo 54 23 14 10 6 1 70.4% 26* 0 0 INS 1M 1N4
Vivienda 100m Pared 3 1 2 0O 0 O 100.0% 1H 0 1M 0 0 0
Total 74 33 24 10 6 1 71.6%

* 14H, 6M, 5N5,
IN4
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La infeccidn con T. cruzi fue similar en todas las etapas del ciclo de chinche, aun
mayor en ninfas que los adultos (Cuadro 4). Las hembras resultaron
significativamente mas infectadas que los machos (P = 0.01). La infeccidn con linaje
Tcl fue similar entre adultos y ninfas, representando un 60.4% de las infecciones.
Sin embargo, la tasa de infeccion con Tcll fue mas alta en las ninfas mas jovenes,
a pesar del sesgo por bajo numero de colecta, con una tasa global de 15.1%.
Asimismo, las infecciones mixtas fueron mas altas en las ninfas mas jévenes,
sugiriendo varias fuentes alimenticias, y particularmente un cambio de fuente que
favorece reservorios infectados con Tcl por la quinta ninfa y adultos. Un total de
9.4% de chinches tuvieron infecciones mixtas de linajes. En un analisis minucioso
de las colectas de la zona exterior a la cueva, la infeccion con los diferentes linajes
fue similar independientemente de la fuente sanguinea, lo que puede ser entendido

por el movimiento constante de los hospederos (Cuadro 5).

Cuadro 4. Infeccién de T. pallidipennis con T. cruzi recolectados dentro o fuera de la cueva
“El Salitre”, segun etapa del insecto. La tasa de infeccion con Tcl y Tcll e infecciones mixtas
estan incluidas para las muestras positivas con KDNA que amplificaron para el gen ME.

Infeccié_n Infecciéon Infeccién Infeccién
N T. cruzi N N . N
(%) Tcl Tcll mixta
Hembra 33 75.8 64.0% 16 12.0% 3 8.0% 2
Macho 24 54.2 69.2% 9 15.4% 2 7.7% 1
5N 10 90.0 55.6% 5 00 0.0% O
4N 6 83.3 40.0% 2 40.0% 2 40.0% 2
3N 1 100.0 00 100.0% 1 0.0% 0
Total 74 71.6 60.4% 32 15.1% 8 9.4% 5
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Cuadro 5. Fuente sanguinea e infeccién de T. pallidipennis con T. cruzi recolectados al
exterior de la boca de la cueva “El Salitre”, segun etapa del insecto. Infeccion con Tcl, Tcll
e infecciones mixtas estan anotados para las muestras que amplificaron con el gen ME.

Etapa N FS Ir;feccrculgin Infeccién Tcl Infeccidon Tcll  Infeccidn mixta
Hembra 9 ND 66.7% 83.3% 5 33.3% 2 16.7% 1
14  Sylvilagus sp. 100.0% 50.0% 7 14.3% 2 7.1% 1
Macho 7 ND 71.4% 60.0% 3 0.0% O 0.0% 0
6 Sylvilagus sp. 100.0% 66.7% 4 33.3% 2 33.3% 2
1 B. musculus 100.0% 100.0% 1 0.0% O 0.0% 0
N5 4 ND 100.0% 50.0% 2 0.0% O 0.0% O
5 Sylvilagus sp. 100.0% 80.0% 4 20.0% 1 20.0% 1
1  P. melanophrys 0.0% - 0 0.0% O - 0
N4 4 ND 100.0% 50.0% 2 50.0% 2 50.0% 2
1 Sylvilagus sp. 100.0% 00% O 0.0% O 0.0% O
1 Sigmodon sp. 100.0% 00% O 0.0% O 0.0% O
N3 1 ND 100.0% 0.0% O 100.0% 1 0.0% O

Un factor importante que puede sesgar los resultados de diagndstico de T. cruzi o
de la identificacion de fuente sanguinea, es el estatus alimenticio de las chinches.
Las chinches recolectadas fueron agrupadas segun tuvieron contenido intestinal o
no (Cuadro 6). Los organismos del grupo 1 que no tenian contenido intestinal
tuvieron una infeccion significativamente mas baja que los grupos que fueron
analizados tanto para el tubo digestivo como para el contenido intestinal. El analisis
del contenido intestinal favorece la amplificacion del gen ME, sin duda por contener
mayor cantidad de organismos. Asimismo, hubo significativamente mayor deteccién
de linaje Tcll en el contenido intestinal, asi como de las infecciones mixtas, que con

el tubo digestivo.

Variabilidad genética de Trypanosoma cruzi
El analisis de distancias genéticas indicd que las secuencias obtenidas se asocian
a dos haplotipos de T. cruzi de acuerdo con la clasificacion de Herrera y
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colaboradores, (2009), 32 secuencias se encuentran asociadas a Tcl sublinaje Tcla

y ocho secuencias a Tcll sublinaje Tclle.

Cuadro 6. Eficacia de deteccion de T. cruzi en el contenido intestinal vs el tubo digestivo de
T. pallidipennis. G1 es el grupo de chinches que no tuvieron contenido intestinal y solo fue
procesado el tubo digestivo, y G2 es el grupo de chinches que tuvieron contenido intestinal
y fue procesado por separado el contenido y el tubo digestivo.

Infeccion T. Tel Tell Mixto
cruzi
G1 55.2 (29) 50.0 (8) 6.3 (1) 0
G2 84.4 (45) 57.9 (22) 23.7 (9) 18.4 (7)
Pos TD/Pos CE  44.7 (17) 70.6 (12) 23.5 (4) 17.6 (3)
Pos TD/Neg CE 7.9 (3) 0 0 0
Neg TD/Pos CE  47.4 (18) 55.6 (10) 27.8 (5) 22.2 (4)

Andlisis genético para poblaciones de Tcl

Se analizaron un total de 32 secuencias de muestras de Tcla de la cueva “El Salitre”,
teniendo una longitud de 213 nucleétidos (Cuadro 7). EI numero de sitios
polimorficos fue de 30% y el numero de haplotipos fue de 14. La diversidad
haplotipica fue alta (hd=0.810+0.055), mientras que la diversidad nucleotidica y el
indice de polimorfismo nucleotidico fueron bajos (1m=0.00169+0.004;
g=0.003510.0123, respectivamente). Las pruebas de neutralidad dieron resultados
significativos (Fu and Li, D=-3.24189, F=-3.46234 y Tajima D=-2.30164) (Cuadro 7),
todos con signo negativo, indicando procesos de expansion poblacional, lo cual
concuerda con el analisis de mismatch (Ssd=0.02904, p=0.631; r=0.05431,
p=0.6539). Asimismo, mostré un patron multimodal caracteristico de poblaciones

subdivididas.

Para el analisis de las muestras de diferentes localidades del estado de Morelos, se
consideraron un total de 46 secuencias de Tcla, teniendo una longitud de 213
nucleodtidos. El nUmero de sitios polimorficos fue de 42% y el nimero de haplotipos
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fue de 14. La diversidad haplotipica fue alta del (hd= 0.746+0.049), mientras que la
diversidad nucleotidica y el indice de polimorfismo nucleotidico fueron bajos
(m=0.0160+0.0038; q=0.04617+0.01456, respectivamente). Las pruebas de
neutralidad dieron resultados significativos (Fu and Li, D=-4.44441, F=-4.42198 and
Tajima D= -2.40153) (Cuadro 7). Todos con signo negativo indicando procesos de
expansion poblacional, lo cual concuerda con la distribucion unimodal entre pares
de las diferencias nucleotidicas (Ssd=0.01763, p=0.67; r=0.0524, p=0.7229).

Los valores de Fst (indice de fijacién) en la comparacién de la diversidad genética
de la cueva y el habitat doméstico del estado de Morelos fue 0.04166 y el valor de
Fst entre el Tcl de la cueva y el Tcl del habitat silvestre y ecotono del estado de
Morelos fue de 0.06385. En ambos casos el valor indica que existe minima
diferencia entre estos ambientes y que la diferenciacién se esta observando dentro

de cada poblacion analizada y no entre ellas.

Andlisis genético para poblaciones de TcVI
Se analizaron ocho secuencias de muestras de TCVI de la cueva “El Salitre”, la

longitud del fragmento del mini exén fue de 153 nucledtidos. El nUmero de sitios
polimoérficos fue de 21% y el numero de haplotipos fue de 6. La diversidad
haplotipica fue alta del (hd= 0.893+£0.0111), mientras que la diversidad nucleotidica
y el indice de polimorfismo nucleotidico fueron bajos 1=0.03955+0.01325;
g=0.05436+£0.0256, respectivamente. Las pruebas de neutralidad no dieron
resultados significativos (Fu and Li, D=-1.50347, F=-1.6555 and Tajima D=-1.42184)
(Cuadro 7). El analisis de Mismatch muestra una distribucién multimodal aunque el
indice de SSD mostré expansion poblacional a diferencia del indice de r (Ssd=
0.12038, p= 0.1777; r= 0.37117, p= 0.0387), lo cual puede deberse a que pocas
muestras comparten el mismo haplotipo (6 haplotipos de 8 analizadas), lo cual se

espera en poblaciones constantes.
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Cuadro 7. Muestra la Diversidad genética de T. cruzi de la cueva “El Salitre” y de ocho localidades del estado de Morelos. n =
numero total de mutaciones, S= numero de sitios polimérficos, Su= numero de sitios Unicos, K= niumero promedio de diferencias
nucleotidicas, h= nuamero de haplotipos, Hd= diversidad haplotipica, = indice de diversidad nucleotidica, ©= indice de
polimorfismo nucleotidico, D y F de Fu y Li = estimadores de neutralidad, y D de Tajima.

FuyLis Tajima
Poblacién Numerode n S Su K H Hd t+de m+de O tde D F D
secuencias
Tcl (s) 32 39 30 210 3,556 14 0,810+0,055 0,01694+0,004 0,03547+0,01233 -3,24189 - -
3,46234 2,30164
Tcl (M) 46 47 42 207 3,312 14 0,746+0,049 0,01600+0,00381 0,04617+0,01456 -4,44441 - -
4,42198 2,40153
TcVI(S) 8 21 21 149 5893 6 0,893+0,111 0,03955+0,01325 0,05436+0,0256  -1,50347 - -
1,65155 1,42184
TcVI (M) 7 29 28 146 13,143 5 0,905+0,103 0,09002+0,02405 0,07828+0,03735 1,17229 1,16011 0,62885
*P <0.05
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Figura 4. Arbol obtenido bajo el criterio de distancias con el método Neighbor Joining,
basado en secuencias parciales del gen mini-exon (213 pb) de Tcl y Tcll. Creado en el
programa MEGA v. 6.
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Se analizaron 7 secuencias de Tcll con una longitud de 153 pb. El numero de sitios
polimorficos fue de 28 y el numero de haplotipos fue 5. La diversidad haplotipica fue
alta del (hd= 0.905+0.0103), mientras que la diversidad nucleotidica y el indice de
polimorfismo nucleotidico fueron bajos (11=0.09002+0.002405; q=0.07828+0.03735,
respectivamente). Las pruebas de neutralidad dieron resultados no significativos (Fu
and Li, D=1.17229, F=1.16011 and Tajima D=0.62885). El analisis de mismatch
mostré una distribucién multimodal lo cual puede deberse a que pocas muestras
comparten el mismo haplotipo (5 haplotipos de 7 analizados). Solo presentd senal
de expansion poblacional con el indice de r (Ssd=0.99773, p=0, r=0.37293,
p=0.955).

Andlisis de redes de haplotipos
Se reconstruyeron las redes de haplotipos por taxa, ya que todas las secuencias

pertenecen a la cueva “El Salitre” y al mismo habitat (ecotono). La red muestra dos
haplotipos para Tcl, que corresponderian al DTU Tcla segun la clasificacion de
Herrera et al., (2009) y un haplotipo mayoritario para linaje 2 que corresponderia al
DTU TcVI. El andlisis indica que los murciélagos llevan el DTU Tcla, pero no el TcVI
y en mamiferos no voladores se encuentra principalmente el TcVI y una pequena
porcion del DTU Tcla (Figura 5). Se identificd un haplotipo Tcla que se comparte en
nueve insectos y tres murciélagos, el haplotipo 6 es exclusivo de insectos que no
comparte con ningun mamifero y se identificaron 12 haplotipos individuales; siete

de insectos, cuatro de murciélagos y uno exclusivo en F. catus.
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Figura 5. Red de haplotipos de T. cruzi segun taxa colectada dentro o inmediatamente fuera

de la boca de la cueva “El Salitre”.
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Determinacion de fuente sanguinea
De los 45 insectos que presentaron contenido estomacal, en 38 se obtuvieron

secuencias de fuente sanguinea animal. En los resultados del Blast, se
reconocieron 29 secuencias compatibles con Silvilagus sp, una de Sigmodon sp,
una de Peromyscus sp, una de B. musculus y una de F. catus, finalmente 5
secuencias fueron no informativas al no presentar homologia con ningun mamifero

registrado en la base de datos genética.

DISCUSION

La Organizacion Mundial de Salud (OMS) reporta que 100 millones de personas en
toda América Latina estan en riesgo de contraer la enfermedad, y se calcula que
entre 16 y 18 millones de personas estan infectadas con T. cruzi (Storino et al.,
2002; Dumonteil, 2004). En México aproximadamente 1.8 millones de personas
estan infectadas con el parasito y alrededor de 69000 individuos/afio estan en
contacto con T. cruzi. Se estima que en el estado de Morelos al afo fallecen 350
personas por la enfermedad y que hay un minimo de 15,000 personas seropositivas
a T. cruzi. (Ramsey et al., 2003). El mantenimiento de esta zoonosis en ambientes
silvestres o de ecotono, y la conectividad de estos con el habitat doméstico humano,
sede principal de contaminacion del humano con el parasito, son los factores
principales de riesgo para la transmision de la enfermedad de Chagas a la poblacion

humana.

Las cuevas son consideradas como ecotipos silvestres fundamentales para la
comprension epidemioloégica de T. cruzi (Guhl et al., 2007). El uso de una cueva
como refugio depende, ademas de su disponibilidad, de las condiciones fisicas,
topograficas y microclimaticas que hay en ellas (Avila y Medellin, 2004; Ladle et al.,
2012; Solano, 2003). Las cuevas y su medio externo forman un sistema complejo,
desde el intercambio de materia y energia que se produce a través de corrientes de

agua, filtracion, vientos, sedimentacion, o fendmenos bioldégicos como el
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movimiento de animales y el intercambio de nutrimentos por arboles que desarrollan
raices dentro de la cueva (Arita, 1994). Algunos de los factores que influyen en la
variacion de la temperatura de una cueva son la interaccién entre la estructura de
la cueva y el intercambio del flujo de aire, asi como la cantidad y variedad de
organismos que la habitan o usan (Avila y Medellin, 2004; Pekins, 2006). La
complejidad de las cuevas es ocasionada por diversos factores como el tamafio de
la entrada, elevacion entre las entradas, techos y bovedas, la presencia de grandes
camaras, techos asperos para grandes congregaciones (Espinosa, 1994). La cueva
“El Salitre” cuenta con una sola entrada, con filtraciones de agua, sin corrientes de
aire, sectores de la cueva pueden presentar inundaciones temporales, la cueva
alcanza los 225 metros de profundidad con amplias dimensiones que van de 2 a 6
metros de altura y un rango del ancho de 4 a 12 metros, lo que la convierte en una
de las cuevas mas grandes e importantes del estado de Morelos. Los parametros
fisicos que se obtuvieron durante el muestreo fueron constantes, el micrositio
marcado como entrada en el que se contaban los primeros 30 metros de
profundidad, mantuvo condiciones similares al exterior, en este sitio se presentaron
los niveles mas altos de intensidad de luz con 4lm-s y de temperatura con 25°C y el
nivel mas bajo de humedad relativa con el 79%, no se observaron grupos de
murciélagos perchados en esta zona de la cueva, tal vez influye la tolerancia de las
especies que habitan la cueva hacia la luz presente en este sitio. La camara 1
reporté una intensidad de luz de 1Im-s, su temperatura fue de 20°C y su porcentaje
de humedad relativa fue de 99%, en época de lluvias este sector de la cueva se
inunda parcialmente limitando el acceso a la misma, en esta camara se observaron
solo perchas de A. hirsutus y G. soricina ambas especies utilizan esta zona de la
cueva para formar harenes, sin embargo individuos de estas especies también
perchan en otras zonas de la cueva pero no forman harenes (Monter, 2013). El resto
de la cueva mostré condiciones fisicas similares, la camara tres se encuentra
inundada permanentemente y la camara dos y el pasillo dos presentan inundaciones
temporales, intensidad de luz es de OIm-s a excepcion de la camara dos donde se

registré una intensidad de luz de 1Im-s a pesar de ser la zona mas profunda de la
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cueva, probablemente se debe a la presencia de raices incrustadas en la formacion

rocosa de la cueva y que estas permitan el ingreso de la luz.

Los murciélagos son considerados uno de los grupos mas sociales de mamiferos.
Muchas especies de murciélagos duermen juntos en colonias muy grandes y
densas. Esta densa agrupacion de individuos ofrece amplias oportunidades para el
intercambio de patdgenos, debido a los altos niveles de contacto entre las distintas
especies o entre las poblaciones de murciélagos (Woo et al., 2009; Kuzmin et al.,
2011). En el presente estudio las cinco especies perchan dispersas en la cueva y
todas forman grupos pequenos de entre 10 y 20 individuos por percha, a diferencia
de M. velifer que forma una colonia de maternidad muy grande y que perchan en
grupos de mas de 100 individuos. Lo anterior puede explicar que todas las especies
de murciélagos que habitan en la cueva presenten infeccion de T. cruzi. Al
agruparse los murciélagos irradian mayor cantidad de calor y didxido de carbono, lo
que puede atraer a los vectores con mayor facilidad. No hubo diferencia significativa
entre las prevalencias de infeccion de cada especie, lo que sugiere que el vector
presente en la cueva es generalista. En cambio, el gremio trofico de los insectivoros
presentd mayor tasa de infeccion, es dificil probar que la transmision ocurre por
ingesta, sin embargo no se descarta. Es probable que sea un sesgo en el muestreo
ya que el numero de insectivoros colectados fue mayor al numero de nectarivoros

o frugivoros y por lo tanto no se tiene la tasa real de estos nichos troficos.

Las tasas de infeccion reportadas en este trabajo para P. parnellii y G. soricina son
similares a las reportadas previamente en la comunidad de Ticuman, donde ambas
especies son abundantes, por lo que se consideran como especies hospedadoras
importantes en la dinamica de transmision de T. cruzi (Villegas-Garcia y Santillan-
Alarcén, 2001). En el municipio de Jiutepec se reportdé una prevalencia de 50% para
L. yerbabuenae la cual es mayor a la encontrada en este estudio, probablemente la
diferencia en las prevalencias se debe a que las colectas se realizaron en distintas
épocas del ano. Las prevalencias de los murciélagos reportadas en este estudio

fueron altas y contrastan con lo reportado en Chalcatzingo, Morelos, donde las
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prevalencias de infeccion fueron nulas con la posibilidad de que la infeccion esté
presente en proporcion baja y que el esfuerzo de muestreo no fue el adecuado
(Ramsey et al., 2012).

El género Artibeus es uno de mas comunes en el Neotrdpico y varias especies de
este han sido frecuentemente reportadas con infeccion por T. cruzi en México y
Sudamérica, la mayoria de las especies del género presenta afinidad por cuevas y
arboles huecos para perchar y ahi es donde entra en contacto con los vectores
(Marinkelle, 1982; Pinto y Bento, 1986; Villegas-Garcia y Santillan-Alarcon, 2001;
Kunz et al., 2007; Ramirez et al., 2013). La especie A. hirsutus no habia sido
reportada con infeccion de T. cruzi en el estado de Morelos o en el resto del pais,
esto se debe a que se trata de una especie bajo cuidado especial y es endémica de
México con distribucion restringida a una pequefa franja del pacifico que se
extiende a la Faja Transmexicana (Téllez-Girén, 2005). En este estudio la colecta
de A. hirsutus estuvo limitada a 57 individuos, de los cuales 16 fueron sacrificados
después de tomarles muestra de sangre y a los 41 individuos restantes solo se les
tomé una muestra de sangre. Con estas muestras se estimé una prevalencia de
15.8%. La sangre parece ser un buen parametro para efectos de diagndstico de T.
cruzi, en cambio no fue informativa en los analisis de linajes tal vez por baja carga

parasitaria presente en su sangre.

Las especies del género Myotis, incluyendo M. velifer, son afines a cuevas, donde
pueden llegar a formar colonias de miles de individuos. Este género esta
comunmente relacionado con los tripanosomas, han sido reportados como
reservorios de T. cruzi, asi como de otros tripanosomas. (Castro-Campillo et al.,
2005; Fuentes-Vargas, 2011; Hamilton et al., 2012a,b; Ramirez et al., 2013). Las
prevalencias de infeccién registradas en el mes de mayo de 2012 y mayo de 2014
indican que las tasas interanuales se mantienen de manera similar al menos en ese
mes. Sin embargo las tasas de infeccion durante el mes de marzo de 2014, fueron
mayores, lo anterior se puede asociar a que los Myotis provienen de distintos

refugios hasta el momento desconocidos, al igual que las condiciones y su
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exposicion a vectores que estén presentes ellos. En conjunto la prevalencias de
infeccion de Myotis velifer son mayores a las registradas para M. keaysi en la
comunidad de Zho Laguna, Campeche donde reportan una prevalencia del 20%, es
probable que los tamarnos de las colonias entre una y otra especie sea la razon de
que las prevalencias sean diferentes, teniendo mayor probabilidad de infectarse
aquellas especies que perchen en grupos mas numerosos (Lopez-Cansino et al.,
2015). Respecto a las tasas de Tcl y Tcll obtenidos en Myotis fueron similares, con
excepcion de mayo de 2014 donde no se encontré Tcl, en el resto se registraron

infecciones mixtas.

El numero de colecta de roedores fue bajo, y solo B. musculus y P melanophrys
presentaron infeccion, en ambos casos se presentaron infecciones mixtas de Tcl y
Tcll, con tasas de prevalencia similares a las reportadas en una comunidad cercana
a la cueva. En ese estudio varias especies de roedores (P. melanophrys, B.
musculus, N. mexicana y L. irroratus) tuvieron prevalencia de 30% (Villegas-Garcia
y Santillan-Alarcén, 2001). En el municipio de Jiutepec se registro la presencia de
T. cruzi en ratones de las especies (R. rattus, P. melanophrys, L. irroratus, B.
musculus y M. musculus) con porcentajes de infeccion de hasta el 50%. En la
localidad de Chalcatzingo, Morelos, se reportaron siete especies de ratones
infectados por T. cruzi, donde las especies abundantes como S. hispidus, L.
irroratus, M. musculus y P. levipes, presentaron una prevalencia de 62% de
infeccion mientras que especies de menor abundancia como B. musculus y R. rattus
presentaron una prevalencia de 30% (Ramsey et al., 2012). Finalmente, Montes
(2014), realizando una mayor recolecta, reportd prevalencias en B. musculus y P.
melanophrys de 4% y 8%, siendo estas bajas en comparacion con las obtenidas en

la cueva de 33.3% y 75% respectivamente.

Estudios sobre la prevalencia de T. cruzi en mamiferos del estado de Morelos han
sugerido que los mamiferos no voladores, como marsupiales, carnivoros y roedores
son reservorios importantes del parasito y que probablemente juegan un papel

relevante en la dinamica de transmision de T. cruzi. En nuestro estudio las colectas
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de mamiferos no voladores fueron bajas, sin embargo se pudo observar
prevalencias altas en las especies mejor representadas, confirmando su
importancia en los ciclos de transmision (Villegas-Garcia y Santillan-Alarcén, 2001
y 2004; Ramsey et al., 2012; Montes, 2014). Los marsupiales sudamericanos son
frecuentemente reportados con altas prevalencias de T. cruzi, su interaccion es tan
estrecha que pueden transmitir el parasito por medio de glandulas anales y se
reconoce como mamifero sinantrépico que puede acercarse a las viviendas
humanas, actuando como vinculo entre la transmision en ambientes selvaticos y
domeésticos (Noireau et al., 2009; Hamilton et al., 2012a). En el presente estudio se
colectdé un individuo de la especie D. virginiana y fue positivo por lo que su
prevalencia es del 100%. En el municipio de Tlaltizapan fue reportada una
prevalencia de 87%, por sus altas prevalencias, los tlacuaches parecen
desempenfiar un rol importante en el flujo de T. cruzi entre las poblaciones silvestres
y peridomésticas (Villegas-Garcia y Santillan-Alarcén, 2001). El gato analizado
presentoé un haplotipo unico que no comparte con ningun otro mamifero o chinche
recolectado que probablemente lo adquirié en su sitio de descanso. Sin embargo
estos animales de compainiia juegan un papel secundario en el rol de la transmision
de T. cruzi sus prevalencias suelen ser bajas y se desconoce el potencial de
transmision que pueden tener, a diferencia de los perros que en areas rurales suelen
desplazarse por distintos ambientes (doméstico, ecotono y silvestre) y con ello
mantener un flujo de infeccidn en esos ambientes (Catala et al., 2004; Gurtler et al.,
2005).

La colecta de insectos se realizé en su mayoria en la periferia de la entrada, en este
sitio se presenta una gran cantidad de diéxido de carbono que puede ser atractivo
para las chinches del exterior, y como se describié anteriormente la temperatura
registrada fue de 25°C y la, humedad relativa de 79%. Estas condiciones fisicas son
optimas para la copula y el desarrollo de T. pallidipennis (Zavala et al., 2008). Al
interior de la cueva solo se colectd un individuo adulto, el cual fue hallado sobre la

pared, a escasos 40 cm de una trampa Sherman que contenia un roedor. Al analizar
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el insecto no tenia contenido intestinal, la necesidad de alimentarse puede ser la
causa por la que se encontrara en un lugar visible. La baja colecta de insectos al
interior de la cueva es posible que se deba a varios factores. 1) Las grietas
presentes en la cueva que permiten crear galerias de insectos y es dificil poder
extraerlas de esos lugares. 2) La alta disponibilidad de alimento presente en la
cueva, principalmente en los techos donde perchan los murciélagos hace que el
desplazamiento de las chinches sea menor. 3) El horario en que se realizd la
busqueda de chinches probablemente no coincidié con los horarios de actividad de
estas (Zavala et al., 2008). Hoffmann y colaboradores (1986) en su inventario
faunistico reporté la presencia de chinches en varios micrositios dentro de la cueva,
sin hacer mencion a la época del afo en la que fueron colectados. Este trabajo se
realizé en la temporada de seca, periodo en el que los insectos adultos buscan
reproducirse, por lo que es probable que los insectos puedan emerger a la superficie
para realizar esta actividad y por tal motivo no se tuvo éxito en la colecta al interior
de la cueva. Sin embargo todos los murciélagos tuvieron infeccion de T. cruzi, por
lo que se puede asumir que hay contacto entre las chinches y los murciélagos. Sera
necesario en trabajos posteriores contemplar un muestreo invasivo para insectos

que no afecte al resto de la fauna, como los piretroides sintéticos.

Las tasa de infeccion de Triatoma pallidipenis fue alta, al igual que distintas
localidades del estado de Morelos, que han reportado tasas de infeccidn que van
de 66% a 88% (Cortés-Jiménez et al., 1996). De los insectos colectados en este
estudio, aquellos que se encontraron con contenido estomacal presentaron mayor
tasa de infeccion con un valor de 84%, mientras que los que carecian del contenido
estomacal presentaron una infeccion de 52%. Lo que sugiere que el contenido
estomacal es de gran importancia para la deteccién de T. cruzi, es probable que

esto suceda por que el parasito no se pega a las paredes del tubo digestivo.

En relacion a la prevalencia asociada al sexo de los vectores, se encontraron
diferencias significativas, las hembras presentaron una tasa de infeccion de 76%

mientras que los machos presentaron una tasa de infeccién de 54%. Es probable
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que la infeccibn en hembras esta ligado a factores reproductivos, ya que las
hembras requieren consumir mayor cantidad de alimento para llevar a cabo la
produccion de huevos y la probabilidad de tener contacto con hospederos infectados
sera mayor. Las ninfas presentaron mayor tasa de infeccién que los adultos, lo cual
es extrano ya que la infeccién una vez adquirida no se elimina y en cambio se
acumula, por lo tanto se esperaria que un adulto tenga mayor probabilidad de estar
infectado que una ninfa. Probablemente las ninfas colectadas se encontraban
alimentandose de una fuente altamente infectada. Al analizar su fuente sanguinea
se observo en un alto porcentaje se alimentan de conejos del género Sylvilagus, los

cuales no pudieron ser recolectados para probar su alta infeccion.

La fuente alimenticia dominante en las 45 chinches analizadas, corresponde a
conejos del género Sylvilagus, y solo cuatro chinches consumieron sangre distinta
a esta. En una chinche se encontré sangre de Sigmodon sp, en otra se encontrd
sangre de Peromyscus sp, otra con sangre de Felis catus, y una ultima con sangre
de B musculus. Los conejos son abundantes en la region, sin embargo no se
pudieron colectar por respeto a los usos y costumbres de la localidad, ya que la
gente que vive cerca de la cueva acostumbra a cazar conejos para autoconsumo.
No se encontré sangre de murciélagos en las chinches debido a que la mayoria de
ellas fueron colectadas en la boca de la cueva, este lugar es ocupado por roedores
y lagomorfos para uso de madrigueras tal como se refleja en los resultados de
fuente sanguineay las perchas de murciélagos estan aproximadamente a 40 metros

las mas cercanas.

Es notable la presencia predominante de Tcl, por lo menos en esta region de
México, en comparacion con lo que se habia reportado anteriormente y que circula
en los ciclos domésticos y silvestres. Es el DTU con mayor virulencia y ha sido
asociado con casos humanos en la cuenca del Amazonas. Considerado como una
de los DTU mas raros, TcVI ha sido reportado principalmente en América del Sur,
con escasos reportes en México y Estados Unidos. Asociado a ciclos silvestres
(Carrasco et al., 2013; Lopez-Cancino et al., 2015).

40



CONCLUSIONES
La cueva El Salitre presenta condiciones microclimaticas que benefician la

transmision vectorial de T. cruzi, por lo que la mayoria de los mamiferos que la
habitan se encontraron infectados. La entrada de la cueva representa un
microambiente importante en la transmisién de T. cruzi. En este sitio ocurre la

transicion microclimatica y la densidad de triatobminos fue evidente.

Los murciélagos contribuyen a la circulacion T. cruzi dentro y fuera de la cueva “El
Salitre” con su movimientos estacionales permiten fluctuaciones en las prevalencias
de infeccion. Las prevalencias de los murciélagos cavernicolas analizados en este
trabajo, son mayores a las reportadas previamente en el estado de Morelos. Se
reporta por primera a Artibeus hirsutus y Myotis velifer como reservorios de T. cruzi,
su importancia en los ciclos de transmision se conocera una vez que se vayan

documentando mas reportes de infeccion en otras areas o ambientes.

El murciélago Myotis velifer es el mamifero con mayor importancia en la transmisién
de T. cruzi en la cueva de “El Salitre”. Su abundancia, sus migraciones locales y sus
agrupaciones numerosas, benefician al mantenimiento y flujo de las poblaciones del

parasito dentro y fuera de la cueva.

Es importante realizar una mayor recolecta de mamiferos no voladores y solicitar a
los ejidatarios y cazadores del lugar la donacién de tejido de los conejos que cazan.
Con la finalidad de entender su importancia en la transmision de T. cruzi. También
se sugiere realizar una recolecta de triatbminos dentro de la cueva, principalmente
en los lugares donde perchan los murciélagos. Asi como ampliar el area de

muestreo al exterior de la cueva, donde se incluya toda la superficie de la cueva.

Se registro la presencia de los DTUs Tcl y TcVI. Sin embargo, sera importante
considerar la opciéon de utilizar distintos marcadores moleculares, con la intencién
de obtener una mayor informacion sobre la estructura genética de las poblaciones

de T. cruzi, asi como la posible identificacién de otros tripanosomas.
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