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RESUMEN

MARTÍNEZ DUQUE PAOLA. Influencia de actividades antropogénicas y características del paisaje en la

seroprevalencia de Orthopoxvirus en poblaciones de ardilla gris (Sciurus aureogaster) del Distrito Federal.

(Bajo la dirección de: Dr. Gerardo Suzán Azpiri, Dr. Rafael Ávila Flores y MVZ Nadia Gallardo Romero).

Palabras clave: Orthopoxvirus,  roedor, ardilla gris, ELISA, poxvirus, paisaje, actividades antropogénicas.

Diferentes virus del género Orthopox (OPXV) han sido aislados de roedores en diversas partes del mundo. Aunque en las

últimas décadas se ha documentado la presencia de virus endémicos de este género en diversas especies silvestres en

Norteamérica, muchos aspectos de su ecología, distribución geográfica y diversidad de hospederos permanecen

desconocidos. Los roedores de la familia Sciuridae han sido asociados a brotes de poxvirus incluidos virus del género

OPXV, lo que ha tenido fuertes implicaciones en la conservación de especies silvestres y en salud pública. La ardilla gris

(Sciurus aureogaster) es un roedor que se ha adaptado exitosamente a ambientes perturbados como la Cd. de México, en

donde convive estrechamente con el humano, lo que la convierte en una especie ideal para evaluar los efectos de la

urbanización en la dinámica de las enfermedades en poblaciones silvestres y sus implicaciones para la salud pública. Los

objetivos de este trabajo fueron monitorear la presencia de anticuerpos contra OPXV en suero de ardilla gris del D. F. y

analizar la influencia de variables asociadas a atributos del paisaje, actividades antropogénicas, atributos poblacionales y

atributos individuales en la seroprevalencia del virus. De febrero a junio de 2011 se colectaron muestras de suero,

hisopados orales y costras de 366 ardillas en 18 áreas verdes del D.F. Se realizó la prueba de ELISA de tipo indirecto para

OPXV empleando como antígeno el virus Volepox. Se consideraron positivos los sueros que en una dilución 1:50

mostraron una densidad óptica mayor al punto de corte establecido por placa. Se realizó PCR en tiempo real a partir de

hisopados orales y costras; para buscar evidencia molecular del virus. Se midieron variables relacionadas a actividades

antropogénicas, atributos del paisaje, atributos poblacionales e individuales. A partir de esta información se construyeron

modelos lineales generalizados para explicar la variación de la seroprevalencia de OPXV. La seroprevalencia total fue del

30%, aunque no se encontró evidencia molecular del virus. El modelo construido a partir de atributos del paisaje explicó

mejor la variación en la seroprevalencia, siendo la distancia a la población de ardillas más cercana la única variable

significativa (p=0.014), lo que indicó que las poblaciones más aisladas presentaron seroprevalencias más bajas. El índice

corporal fue marginalmente significativo (p=0.09), lo que sugirió que las ardillas con condición corporal más baja tienen

mayor probabilidad de ser seropositivas. El resto de las variables evaluadas no explicaron satisfactoriamente los

resultados. Los datos registrados evidencian que las ardillas grises de la Cd. de México, han estado en contacto con un

OPXV y que existe cierta asociación entre atributos del paisaje y atributos individuales con la seroprevalencia del virus.
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1. INTRODUCCIÓN

El desarrollo de las sociedades modernas ha ocasionado la transformación de los

ecosistemas. (1-4) Los tres principales procesos asociados a estas transformaciones son: 1)

destrucción o pérdida de hábitat, proceso en el que se pierde completamente el hábitat

original, (5,6) 2) fragmentación de hábitat, proceso en el cuál una larga extensión de hábitat

se transforma en pequeños parches de vegetación nativa, aislados entre sí por una matriz

distinta al hábitat natural; (3,7) y 3) perturbación de hábitat, suceso discreto que altera la

estructura de un ecosistema, población o comunidad, modificando la disponibilidad de

recursos. (8,9)

La transformación de los ecosistemas afecta directamente al ambiente, los procesos

ecológicos y la vida de los organismos, debido al cambio en las condiciones físicas

ambientales, la pérdida de biodiversidad y otras alteraciones que surgen como consecuencia

del impacto antropogénico. (1-4) El caso más extremo de transformación de los ecosistemas

se presenta en los ambientes urbanos, (10,11) en donde es común encontrar remanentes de

hábitat o parches de vegetación generalmente muy perturbada que varían en forma,

dimensión, grado de aislamiento y conectividad. Estos parches se encuentran rodeados por

una matriz formada por estructuras de diversos materiales como concreto, madera o

pavimento, (12) que resulta hostil para la mayor parte de las especies nativas. (10,11)

Las consecuencias ecológicas resultantes del proceso de urbanización involucran

cambios en la interacción parásito-hospedero, (13) como resultado de alteraciones

individuales y poblacionales asociadas a cambios en la estructura del paisaje, calidad del
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hábitat, atributos de la matriz, capacidad de carga local, interacciones intra e interespecífica

y factores causantes de estrés. (14-17)

Los cambios en la estructura del paisaje alteran la composición de la comunidad

faunística original; en ambientes urbanos donde los parches de vegetación  se encuentran

rodeados por estructuras asociadas a la actividad humana se ve favorecida la entrada y el

establecimiento de especies generalistas y exóticas, sucediendo lo opuesto con las especies

nativas. (13) Estos cambios en conjunto favorecen la emergencia y reemergencia de

enfermedades (18-20) por factores predisponentes como aumento en el área de contacto entre

fauna silvestre y animales domésticos, el intercambio de patógenos entre especies (21-23) y el

aumento en la tasa de encuentro entre individuos.

La configuración de los parches o fragmentos de hábitat (dimensión, forma, grado

de aislamiento y conectividad), influye en características poblacionales de parásitos y

hospederos. El tamaño del fragmento puede afectar la densidad de una población y la tasa

de encuentro entre los individuos que lo habitan. En muchas especies, los fragmentos

pequeños favorecen altas densidades poblacionales y el aumento en la tasa de encuentro

entre individuos, características correlacionadas positivamente con la intensidad de una

infección o con el número de parásitos por hospedero. (25,26) La conectividad y el

aislamiento de los fragmentos determinan las tasas de intercambio de individuos entre

parches; estudios teóricos y empíricos han sugerido que en fragmentos interconectados se

incrementa la dispersión de enfermedades al aumentar el intercambio de individuos y el

transporte de patógenos entre fragmentos. (2,27) Por otro lado, en los fragmentos pequeños y

aislados disminuye la variabilidad genética, evento que conduce a las poblaciones a
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presentar mayor susceptibilidad a enfermedades al reducir la adaptabilidad a presiones

selectivas, como son las enfermedades. (28)

La modificación del paisaje y la influencia directa de las actividades

antropogénicas, además de alterar las interacciones ecológicas, alteran la homeostasis de

los individuos residentes, al enfrentarlos a factores como la contaminación, (29) la presencia

recurrente de humanos y el cambio en la disponibilidad de recursos. (13,30) Se ha demostrado

que individuos de poblaciones silvestres en ambientes naturales entran en estado de estrés

como respuesta al aumento en la presencia de humanos dentro de su hábitat; lo que

promueve el aumento en las conductas agresivas y la liberación prolongada y continua de

glucocorticoides. (31) Estas hormonas influyen negativamente en la respuesta inmune, al

reducir la producción de linfocitos T, células centrales en la regulación y el funcionamiento

del sistema inmune, lo que trae consecuencias como el aumento en la susceptibilidad a

enfermedades, poniendo en riesgo la sobrevivencia de los individuos. (32-41)

El estudio de enfermedades infecciosas en poblaciones silvestres, además de evaluar

variables externas relacionadas con la calidad del hábitat y las características del paisaje,

también debe tomar en cuenta el monitoreo de variables intrínsecas de los individuos que

intervienen en la susceptibilidad a patógenos, como son: el sexo, la edad, el estado

fisiológico y la condición corporal. (35) Estas características influyen en la dinámica de las

enfermedades dentro de una población debido a que algunos patógenos tienden a afectar a

miembros de una población que comparten ciertas características. (42) Incluso se ha sugerido

que las tendencias de mortalidad por sexo y grupos de edad (en poblaciones que enfrentan

brotes de alguna enfermedad) intervienen en la evolución de la resistencia a patógenos y en

la disminución de la inmunidad de poblaciones enteras. (43)
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En los centros urbanos la presencia de especies silvestres de hábitos generalistas,

altamente tolerantes a la presencia de humanos, constituye un riesgo potencial en la

transmisión de patógenos zoonóticos. (44) Entre los mamíferos silvestres que habitan

ambientes urbanos de todo el mundo, las ardillas (Rodentia: Sciuridae) son quizá el grupo

que guarda mayor cercanía y contacto físico con el hombre; gracias a esta estrecha relación,

es importante conocer el estado de salud de este grupo, debido a las implicaciones que

puede tener en temas de salud pública y en la conservación de especies nativas que

permanecen en parches de hábitat rodeados por una matriz impactada por actividades

humanas.

En la actualidad los patógenos emergentes que más se reportan asociados a cambios

ambientales son los virus, que se han vuelto relevantes debido a su alto impacto en la

conservación de especies silvestres, la salud pública y la economía a nivel mundial. (45) En

las últimas décadas se han reportado diversos agentes virales en ardillas silvestres de

distintas partes del mundo, como el Virus del Oeste del Nilo en ardilla zorro (Sciurus niger)

de Estados Unidos, (46) Adenovirus y Rotavirus en ardilla roja (Sciurus vulgaris) de

Inglaterra y Alemania, (47,48) y se han reconocido algunos virus de la familia Poxviridae, (49-

51) como el Leporipoxvirus causante de fibromas en ardillas (Sciurus carolinensis y

Tamiasciurus hudsonicus) y el Squirrelpoxvirus en ardilla gris (Sciurus carolinensis) y

ardilla roja (Sciurus vulgaris) en algunas regiones de Europa. (52,53)

La familia Poxviridae está compuesta por virus DNA, complejos y de gran tamaño

que se replican en el citoplasma celular de vertebrados (Chordopoxvirinae) e invertebrados

(Entomopoxvirinae). (54,55) La subfamilia Chordopoxvirinae se divide en ocho géneros

(Apéndice I; Cuadro 1), algunos de los cuales son relevantes en temas de salud pública
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pues infectan exclusivamente al humano (Molluscipox y Variola) y otros son de tipo

zoonótico (Monkeypox y Cowpox). (56,57) A nivel económico son de gran importancia pues

en varias regiones del mundo un alto número de especies animales utilizadas con fines

zootécnicos padecen enfermedades producidas por esta familia viral (Camelpox,

Ectromelia, Orf y Myxoma). (54)

Dentro de la subfamilia Chordopoxvirinae se encuentra el género Orthopoxvirus

(OPXV), cuyas especies se pueden clasificar según su distribución geográfica en OPXV del

Viejo Mundo (Variola, Cowpox, Monkeypox, etc.) (55) y OPXV del Nuevo Mundo o

norteamericanos (Raccoonpox, Skunkpox y Volepox). (58) Los OPXV de origen

norteamericano fueron descritos en los años 60´s y 80’s a partir de aislamientos de

mamíferos silvestres en Estados Unidos y Canadá. (59,60) Sin embargo se desconoce su

rango de distribución geográfica, la diversidad de hospederos y su papel como agentes

etiológicos de enfermedades zoonóticas. En los últimos años se ha demostrado que este

grupo es monofilético con respecto a los OPXV de origen euroasiático, pero son el grupo

más divergente de entre los OPXV descritos y el que menos ha sido estudiado hasta el

momento. (58)

En la actualidad el estudio de enfermedades causadas por virus de la familia

Poxviridae en poblaciones silvestres, se realiza en regiones del mundo en donde los brotes

epidémicos han tenido importantes repercusiones en la salud pública o han puesto en riesgo

la conservación de especies silvestres. Estas investigaciones han revelado que los roedores

son un grupo importante para el mantenimiento y transmisión de estos patógenos. (54, 61, 100)
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Se ha comprobado la presencia en Norteamérica de OPXV endémicos; (58,61) sin

embargo hasta el momento no existe información sobre la presencia de estos patógenos en

México. Aunque el estudio de enfermedades virales en roedores silvestres de México ha

aumentado en los últimos años, la información referente a roedores de la familia Sciuridae

es limitada. El monitoreo de enfermedades en estas especies es importante ya que por sus

características y hábitos, han logrado coexistir estrechamente con el humano en ambientes

altamente perturbados.

En la Ciudad de México habita la ardilla gris Sciurus aureogaster (Apéndice I;

Cuadro 2), especie nativa del centro del país que se distribuye desde Nuevo León y el norte

de Tamaulipas, hasta Tabasco por el Golfo de México, y desde Nayarit hasta Chiapas por el

Pacífico (Apéndice I; Figura 1a y 1b). (62,63) Es diurna y de hábitos generalistas, por lo que

ha logrado adaptarse exitosamente a distintos tipos de hábitat. (64,65) En la zona urbana de la

Cuenca de México, la ardilla gris (Sciurus aureogaster) es probablemente la especie de

mamífero nativo no volador más común, y aunque su presencia en el Área Metropolitana de

la Ciudad de México enriquece el valor estético y ecológico de las áreas verdes, la simpatía

que provoca en muchos residentes incrementa los riesgos de contacto con el humano.

Las características biológicas, la capacidad de adaptación a ambientes urbanos y la

estrecha relación con la población humana, hacen de la ardilla gris un modelo ideal para

evaluar el impacto de la urbanización en las poblaciones de especies silvestres, así como los

riesgos y las implicaciones para la salud pública por transmisión de agentes zoonóticos.

La Ciudad de México, uno de los centros urbanos más grandes y poblados del

mundo, constituye un  modelo interesante para evaluar el impacto de niveles extremos de
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fragmentación, perturbación y pérdida de hábitat en la dinámica de las enfermedades en

poblaciones silvestres. Estas características aunadas a la fuerte asociación que existe entre

roedores silvestres y los OPXV, establecen un escenario ideal para monitorear la presencia

de este patógeno en la ardilla gris, roedor silvestre cuya presencia es ubicua en esta región

de México.

Los objetivos de este trabajo son: 1) identificar la presencia de anticuerpos contra

OPXV en muestras de suero de poblaciones de ardilla gris (Sciurus aureogaster) que

habitan áreas verdes del Distrito Federal; y 2) evaluar la relación entre la seroprevalencia y

la configuración del paisaje, el impacto antropogénico y los atributos poblacionales e

individuales.

Esta investigación aportará valiosa información por ser el primer estudio en el que

se monitorea la presencia de OPXV en roedores silvestres de México. La información

obtenida será útil para el establecimiento de programas de vigilancia epidemiológica que

apoyen la conservación de especies nativas y que aborden temas de salud pública, además

de servir como base para el desarrollo de programas de monitoreo de enfermedades en

poblaciones silvestres que estén en estrecho contacto con poblaciones humanas.
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2. HIPÓTESIS Y PREDICCIONES

 La configuración del paisaje influye en la seroprevalencia de OPXV en poblaciones de

ardilla gris, al alterar los patrones de movimiento y las tasas de contacto entre

individuos.

o Los parches de hábitat mejor conectados presentarán mayor seroprevalencia de

OPXV que los parches más aislados.

o Los parches de hábitat de menor tamaño presentarán mayor seroprevalencia de

OPXV.

o Los parches de hábitat rodeados por una matriz de baja calidad presentarán mayor

seroprevalencia de OPXV.

 El impacto de las actividades antropogénicas (presencia de humanos, suplementación

alimenticia y presencia de perros domésticos), influye en la seroprevalencia de OPXV

al someter a los individuos a distintos grados de estrés ambiental.

o Las poblaciones que habitan parches con mayor frecuencia de visitantes,

presentarán mayor seroprevalencia de OPXV.

o Las poblaciones que reciban suplementación alimenticia, presentarán mayor

seroprevalencia de OPXV.

o Las poblaciones que habitan parches con mayor presencia de perros domésticos,

presentarán mayor seroprevalencia de OPXV.

 La densidad y el tamaño poblacional influyen en la seroprevalencia de OPXV al

aumentar la tasa de contacto entre individuos.

o Parques con mayor densidad y tamaño poblacional presentarán mayor

seroprevalencia de OPXV.
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 Los atributos individuales influyen en la seroprevalencia de OPXV, al modificar la

resistencia al patógeno y disminuir o aumentar los recursos invertidos en el sistema

inmunológico.

o La seroprevalencia de OPXV será mayor entre individuos activos

reproductivamente.

o La seroprevalencia de OPXV será mayor entre individuos con pobre condición e

índice corporal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Detectar la presencia de OPXV en poblaciones de ardilla gris del Distrito Federal y analizar

la relación de la seroprevalencia con la configuración del paisaje, actividades

antropogénicas, atributos individuales y atributos poblacionales

3.2. Objetivos específicos

 Cuantificar la seroprevalencia de OPXV en poblaciones de ardilla gris del Distrito

Federal.

 Analizar la relación entre la configuración del paisaje y la seroprevalencia de

OPXV.

 Analizar la relación entre el impacto antropogénico (presencia de humanos,

suplementación alimenticia y presencia de animales domésticos) y la

seroprevalencia de OPXV.

 Analizar la relación entre los atributos poblacionales (densidad y tamaño

poblacional) y la seroprevalencia de OPXV.

 Analizar la relación entre los atributos individuales (edad, sexo, condición

corporal, índice corporal y estado reproductivo) y la seroprevalencia de OPXV.



- 12 -

4. MATERIAL Y MÉTODOS

4.1. Área de estudio

El Distrito Federal se ubica al centro de la República Mexicana, abarca una superficie de

1,479km2, se encuentra a 2200m sobre el nivel del mar y posee climas que varían desde

templado hasta frío húmedo. En la zona urbana el clima es templado con una temperatura

media de 16°C, siendo la temperatura máxima superior a 28°C y la mínima de 6°C en la

zona centro. (66) Dentro de esta entidad se localiza la Ciudad de México, uno de los centros

urbanos más grandes del mundo. El Área Metropolitana de la Ciudad de México, que

incluye los municipios conurbados del Estado de México, es habitada por más de 20

millones de personas y es el centro político, económico y social más importante del país.

(67)

El rápido crecimiento de la mancha urbana ha puesto en peligro los ecosistemas que

existen en el valle de México, modificando la estructura de las comunidades de flora y

fauna nativa de la región. Actualmente las áreas verdes de la zona urbana del D.F., abarcan

tan solo el 21% del territorio y están representadas por bosques, reservas, parques,

camellones, glorietas, barrancas y jardines privados (Apéndice I; Figura 2). (68) En estas

áreas verdes, particularmente en aquellas ubicadas en la periferia, habita una gran variedad

de especies de fauna silvestre nativa. Se han registrado alrededor de 380 especies de

vertebrados, (69) como tlacuache (Didelphis virginiana), cacomixtle (Bassariscus astutus),

ardilla gris (Sciurus aureogaster), (70,71) gorrión serrano (Xenospiza baileyi), (72) entre otras.
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4.2. Diseño de muestreo

Esta investigación fue un estudio ecológico de tipo observacional y transversal. Los

resultados obtenidos fueron analizados con un enfoque correlativo.

Se identificaron áreas verdes localizadas en la zona sur y oeste del Distrito Federal,

posteriormente se realizaron recorridos para identificar poblaciones de ardilla gris (Sciurus

aureogaster). Bajo criterios de tipo logístico (accesibilidad, seguridad, obtención de

permisos, etc.), se seleccionaron 18 áreas verdes como puntos de monitoreo, ubicadas

dentro de la matriz urbana en las delegaciones Miguel Hidalgo, Álvaro Obregón, Benito

Juárez, Tlalpan y Coyoacán (Apéndice I; Cuadro 3 y Figura 3). Para la selección de sitios

se tomaron en cuenta características como la dimensión, la conectividad entre sitios y el

grado de impacto antropogénico; tratando de maximizar la variación de estas

características.

4.3. Captura de individuos y toma de muestras

La colecta de muestras e información se realizó de febrero a junio de 2011. De acuerdo a

las características del hábitat y al tamaño de cada área verde seleccionada, se establecieron

entre 1 y 6 cuadrantes (c) alejados entre sí por al menos 100 m de distancia. El número de

cuadrantes se estableció categorizando la superficie arbolada de las áreas verdes de la

siguiente manera: ▪ 0-5 ha = 1 c ▪ 5-20 ha = 2 c ▪ 20-100ha = 3 c ▪ >100 ha = 6 c. Con

dos excepciones, el Parque Ecológico el Batán, que por su forma se consideró conveniente

establecer dos cuadrantes en los puntos más alejados entre sí; y el Bosque de Tlalpan, que a

pesar de tener poco más de 100 h de superficie arbolada sólo tenía tres puntos habitados por
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ardillas (de acuerdo con nuestras visitas preliminares). En cada cuadrante se colocaron 9

trampas para captura de mamíferos medianos tipo Tomahawk (No.201de 41x13x13 cm),

teniendo áreas verdes con mínimo 9 trampas y áreas verdes con máximo 54 trampas activas

por día (Apéndice I; Cuadro 4). Las trampas fueron distribuidas al azar, al pie de árboles

maduros, fueron cebadas con una mezcla de avena rolada, crema de cacahuate y esencia de

vainilla y permanecieron activas de 9:00 am a 5:00 pm, durante tres días consecutivos por

área verde de monitoreo.

Los individuos capturados fueron colocados en sacos de tela cónicos para facilitar el

manejo y la toma de muestras; no fue necesario implementar ningún protocolo de anestesia.

La piel de cada espécimen fue revisada y en caso de detectar alguna costra, ésta fue

colectada con pinzas de disección y almacenada en viales de plástico sin medio de

transporte; posteriormente se colectaron hisopados orales que fueron almacenados en viales

de plástico sin medio de transporte. A continuación se colectaron muestras de sangre,

empleando la técnica de punción del seno orbital, como lo permite la NOM-062-ZOO-

1999. (73) La muestra fue tomada con tubos capilares con heparina mediante goteo,

colectando una muestra de 100 a 200 µl de sangre completa por individuo que fue

almacenada en viales de plástico sin anticoagulante ni medio de transporte. Las muestras

colectadas fueron mantenidas en refrigeración hasta su almacenamiento en el Departamento

de Etología Fauna Silvestre y Animales de Laboratorio de la FMVZ, UNAM. Las muestras

de sangre completa fueron centrifugadas a 1,500 x g durante 10 minutos, se separó el suero

del paquete celular y se almacenó en viales de plástico, recuperando un volumen final de 30

µl de suero por individuo. Finalmente todas las muestras colectadas (sueros, costras e

hisopados orales) se mantuvieron en congelación hasta su procesamiento en el laboratorio.
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A cada individuo capturado se le asignó un número de registro, se tomaron medidas

morfométricas (longitud de cuerpo, longitud de cola, longitud total, longitud de pata

derecha, longitud de oreja derecha y peso), se registró sexo, edad (adulto o juvenil), estado

reproductivo, condición corporal, sitio y fecha de captura; se marcaron con aretes

numerados y fueron liberados en el sitio de captura.

4.4. Análisis de laboratorio

El procesamiento de las muestras se llevó a cabo en el Centro de Control y Prevención de

Enfermedades, CDC por sus siglas en inglés (Centers for Disease Control and Prevention)

en Atlanta, Georgia, EUA.

Para la detección de anticuerpos contra poxvirus del género OPXV a partir de

muestras de suero, se realizó la prueba serológica de inmunoensayo enzimático ELISA, por

sus siglas en inglés (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), de tipo indirecto. Para la

detección de fragmentos de material genético correspondientes a poxvirus del género

OPXV, a partir de hisopados orales y costras, se realizó la técnica molecular de reacción en

cadena de la polimerasa en tiempo real, PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain

Reaction).

4.4.1. Inmunoensayo enzimático (ELISA)

Se realizó la técnica de ELISA indirecta, para detección de inmunoglobulinas contra OPXV

descrita por Karem et al., 2005. (61,74) Se sabe que existe reacción cruzada entre los

miembros del mismo género, por lo que se empleó como antígeno el virus Volepox, OPXV

endémico de América. (58)
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Para la fase sólida de la prueba se sensibilizaron las placas para ELISA (Thermo

Labsystems, part #3455), empleando el virus Volepox (VPXV 6.8 x 108 UFP/ml) y el lisado

celular (BSC-40; Línea celular de riñón de mono verde) como antígeno. Estos fueron

descongelados y sonicados 3 veces por minuto (40% de amplitud y 160 watts); entre cada

sonicación fueron colocados en hielo durante 20 segundos. En la campana de bioseguridad

se realizó una dilución 1:50 del virus y del lisado celular en solución Buffer carbonatada

(mezcla de una cápsula de carbonato-bicarbonato Sigma C3041 más 100ml de agua

destilada).

Se calculó la dilución 1:50 de virus y lisado celular necesaria para 48 pozos, con la

fórmula:

C1*V1=C2*V2

En dónde:

C1= Concentración de virus que se tiene V1= Volumen de virus que se tiene

C2= Concentración de virus requerida V2= Volumen de virus requerido

Lo ideal:

1.23x107 UFP/placa =10 ml

V1= 1.23x106 * 1 ml
6.8x108

V1= 0.090 µg de VPXV por 1 ml.

Lo real:

V1=1 ml C1=6.8x108

V2=50 ml C2=1.36x107
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 Se necesita 1.1 µg de virus por pozo ∴ para preparar 50 000 µl de dilución de virus

y de lisado celular 1:50, se necesitaron:

1000 µl de VPXV o Lisado celular  +  49000 µl de buffer.

 Se requirieron 5 ml de dilución 1:50 de virus  +  5 ml de dilución 1:50 de lisado

celular por placa.

En la campana de bioseguridad, se agregaron 100 µl de dilución de virus en cada

pozo de las columnas 1 a 6 y 100 µl de dilución de lisado celular para cada pozo de las

columnas 7 a 12. Las placas fueron selladas con películas adhesivas (Falcon #3073) y se

incubaron una noche a 4 ˚C. Al día siguiente, en la campana de bioseguridad se eliminó el

exceso de la dilución de las placas, golpeándolas con un movimiento rápido en una toalla

desechable, sobre la mesa. A todos los pozos se les agregó 100 µl de formalina para

inactivar al virus, se cubrieron con películas adhesivas y se incubaron por 10 minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente se vació la formalina y se bloquearon los pozos con

100 µl de solución buffer de bloqueo (Usando PBS 0.01 M, pH 7.4 + 0.05 % de Tween 20,

5% de leche descremada y deshidratada, 2% de albumina de suero bovino y 2% de suero de

cabra), se sellaron y dejaron incubar por una hora a temperatura ambiente.

Se prepararon 450 µl de una dilución 1:50 de las muestras de suero y de los sueros

controles (positivo y negativo), empleando el buffer de bloqueo como diluyente (441 µl de

buffer de bloqueo  +  9 µl de suero para 4 pozos). Las placas fueron lavadas tres veces en

un lavador de placas, empleando el programa 05 IgG con 1x PBST. Se agregaron 100 µl de

dilución 1:50 de suero por pozo (en duplicado para virus y lisado celular), se sellaron y se
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incubaron a 37 ˚C por una hora. Posteriormente fueron lavadas nuevamente tres veces en el

lavador de placas. Se corrieron 21 muestras en duplicado, 2 controles positivos y un control

negativo por placa. Como controles se empleó suero de conejo positivo y negativo al virus

Vaccinia.

Se preparó una dilución a 1:30, 000 del conjugado A/G (Pierce ImmunoPure®

Proteina A/G/ Conjugado con Peroxidasa, # 32490). Se agregaron 100 µl de dilución de

conjugado en cada pozo, las placas fueron selladas e incubadas a 37 ˚C por una hora y

finalmente fueron lavadas tres veces en el lavador de placas. Como enzima marcadora se

empleó una solución de sustrato de peroxidasa de rábano (KPL #50-76-05), agregándose

100 µl de esta solución a cada pozo y se incubaron a temperatura ambiente durante 15

minutos. Posteriormente se empleó como cromógeno TMB 3-3´- tetrametilbenzidina (Stop

Solution KPL #50-85-05), agregándose 100 µ por pozo, para detener la

quimioluminiscencia y amplificar la señal. Para finalizar la prueba, se realizó la lectura de

densidad óptica de cada placa en un espectrofotómetro a 450 nm (SpectraMAX 190). (74, 75)

Para determinar el punto de corte de cada placa, se calculó el promedio de densidad

óptica de todos los pozos con lisado celular y el promedio de los pozos por duplicado de

cada muestra. Al promedio de cada muestra se le restó el promedio de los pozos con lisado

celular por placa más tres desviaciones estándar. Por medio de esta normalización cualquier

valor con resultado mayor al punto de corte de cada placa se consideró positivo. (56,61,74,75)

A partir de estos datos se calculó la seroprevalencia por sito de muestreo, dividiendo el

número de individuos positivos entre el total de individuos muestreados.
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Para fines de esta investigación se definió como seroprevalencia a la proporción de

individuos que presentaron anticuerpos contra OPXV en suero en el momento de la

extracción de sangre, sobre el total de la población estudiada. (76)

4.4.2. Extracción de material genético (DNA)

Para la extracción de DNA a partir de los hisopados orales se agregaron 400 μl de PBS

(Phosphate Buffered Saline) en el vial que contenía el hisopo y se dejó reposar durante

cinco minutos. Posteriormente se transfirieron los hisopos y el remanente a viales de

plástico para la extracción del sobrenadante de los hisopados (Swab Extraction Tube

System, Roche, Catalog No. 3315568), en donde fueron centrifugados a 3341 x g durante

un minuto para extraer el sobrenadante y desechar el hisopo. Se transfirieron 100 μl de la

dilución a un vial del kit de extracción (Qiagen EZ1 DNA Tissue Kit, Catalog No. 953034)

y se almacenó el resto de la dilución a -204 °C. Se agregaron 90 μl de Buffer G2 (Qiagen) y

10 μl de proteinasa K y fueron mezclados. Se inactivó el virus incubando la mezcla en baño

maría a 56 °C por al menos una hora y posteriormente se centrifugó a 13,362 x g durante

30 segundos para colectar el material condensado en la tapa del tubo. Finalmente la

extracción de DNA se llevó a cabo en la máquina de extracción de material genético

Qiagen Bio Robot EZ1 siguiendo las recomendaciones de la compañía.

Para la extracción de DNA a partir de muestras de costras, se colocó la muestra en

un vial que contenía 1 ml de PBS y un balín estéril de acero inoxidable. Con ayuda del

homogenizador (SPEX bead beater) se maceró la muestra durante 2 minutos a baja

velocidad, seguido de 2 minutos a alta velocidad. Se alicuotaron 100 μl del macerado en un

vial de 1.5 ml (Qiagen EZ1 DNA Tissue Kit). El resto se almacenó a -20 °C.
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Posteriormente se agregaron 90 μl de Buffer G2 (Qiagen) y 10 μl de proteinasa K y fueron

mezclados, se procedió a la inactivación en baño maría como se mencionó en el párrafo

anterior y se corrió la muestra en el robot para la extracción de DNA, hasta obtener una

mezcla homogénea. (77)

4.4.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (PCR)

Se realizó la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real descrita por Gallardo-

Romero et al., 2011. (77) Esta prueba se basó en el uso de tecnología TaqMan®, usando el

alineamiento de los genes 086 para el virus Volepox, 086 para el virus Skunkpox y el gen

070 del virus Raccoonpox, los cuales son los homólogos del gen G9R del virus Vaccinia

(Copenhagen). Este gen codifica para la proteína miristilada de los Orthopoxvirus, la cual

es un componente esencial para la fusión celular y la entrada del virus a la célula. (78)

Los iniciadores G9R-NA OPXV forward (5’YGG-ACC-RGG-AGG-TCT-

TTCTGC-ATT 3’), G9R-NA OPXV reverse (5’TCT-GGCCAA-CAT-GAT-TCT-AAT-

ACT-GCR-TC 3’), y sonda (5’FAM AG-GGA-ACG-VTAYAA-TGG-YAC-YGC-TCC-

CAA-YTG-CTG-TCGCAC-TTT-BHQ1 3’), fueron diseñados para amplificar un

fragmento de 156 pb (pares de bases) de una región altamente conservada del gen.

El ensayo fue realizado en un volumen final de 25 µl de mezcla amortiguadora por

pocillo. Esta mezcla se conformó de 12.5 µl de solución amortiguadora Taq Man®

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem, New Jersey, USA), 4.5 µl de agua

destilada desionizada, 1 µl de cada iniciador forward y reverse (concentración – 20 µM),

1µl de sonda (concentración 10 µM) y 5µl de muestra de DNA.
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La amplificación de DNA se llevó a cabo usando las condiciones térmicas

normalmente utilizadas o predeterminadas para la detección de OPXV en el PCR ABI7900

(Applied Biosystem, Foster City, Ca). Un ciclo de 95 °C por 10 minutos para

desnaturalizar, seguido de 40 ciclos de amplificación; 95 °C por 15 segundos y 60 °C por

un minuto. La amplificación del PCR se basa en la emisión fluorescente posterior a la

hibridación y elongación del DNA a 60 °C.

4.5. Atributos del paisaje

Se identificaron atributos del paisaje que potencialmente tuvieran influencia en el tamaño y

la dinámica poblacional de las ardillas y se seleccionaron variables que describieran estas

características. Los valores fueron calculados con apoyo de mapas digitales, imágenes de

satélite y los programas computacionales Google Earth Pro 6.2 y Arc View GIS 3.2.

Los atributos seleccionados fueron clasificados en tres categorías: a) Superficie de

hábitat disponible, b) Conectividad y aislamiento entre poblaciones, c) Impacto

antropogénico y calidad de la matriz que rodea al hábitat.

a) Superficie de hábitat disponible

Área arbolada.− La ardilla gris es una especie de hábitos arborícolas, por lo tanto para

establecer la extensión potencialmente ocupada por esta especie, se determinó la superficie

arbolada por sitio. Esta variable se calculó trazando un polígono sobre la superficie

arbolada de cada parque tomando como referencia imágenes de satélite y herramientas del

software Google Earth Pro 6.2.
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b) Conectividad y aislamiento entre poblaciones

Poblaciones a menos de 500 y 1000m. − Para determinar la conectividad entre

poblaciones se trazaron buffers o cinturones de 500 y 1000 m de ancho, a partir del borde

de cada área verde y se contabilizó el número de parques vecinos con poblaciones de

ardillas dentro de ellos. Esta variable se calculó con herramientas e imágenes de satélite del

software Google Earth Pro 6.2 y los registros previos de áreas verdes habitadas por ardillas.

Población más cercana. − Para determinar el grado de aislamiento de cada población, se

midió la distancia de cada área verde monitoreada a la población vecina más cercana. Esta

variable se calculó con las herramientas e imágenes de satélite del software Google Earth

Pro 6.2 y los registros previos de áreas verdes con ardillas.

c) Impacto antropogénico y calidad de la matriz de paisaje

Perímetro del fragmento (efecto de borde).− Para determinar el efecto de la

yuxtaposición entre el hábitat de las ardillas (superficie arbolada) y la matriz que lo rodea,

se trazó un polígono alrededor de la superficie arbolada por sitio y se calculó el perímetro

con apoyo de herramientas e imágenes del software Google Earth Pro 6.2. De este modo

entre mayor sea el perímetro del polígono, menor será la superficie de hábitat influenciada

por la matriz y viceversa. (79,80)

Índice de forma. − Mide el grado de complejidad de la forma del fragmento de hábitat,

en comparación con una circunferencia. Entre mayor sea el índice, mayor será la

complejidad de la forma, aumentando la superficie de hábitat susceptible a la influencia de

la matriz. (81) Este índice se calculó con la fórmula: SI= Pi / 200[(Ai)
0.5]
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En dónde:

SI= Índice de forma  = 3.1416

Pi = Perímetro del fragmento (m) Ai = Área del fragmento (m2)

Densidad de calles y porcentaje de área arbolada dentro de 500 y 1000 m.− Con la

finalidad de describir la calidad de la matriz, se trazó un área de amortiguamiento de 500 y

1000 m de distancia a partir del borde de cada área verde, en el que se calculó la densidad

de calles (m/ha) y el porcentaje de superficie arbolada alrededor de cada parque. Estas

variables fueron calculadas tomando como referencia mapas del Instituto Nacional de

Estadística y Geografía (INEGI) y herramientas del software Arc View 3.2.

4.6. Impacto antropogénico

Durante los monitoreos, se registró información asociada a actividades humanas que

influyen directamente en el comportamiento y los hábitos de las ardillas. Las variables

consideradas fueron grado de tolerancia al humano, ocurrencia de suplementación

alimenticia por parte de los visitantes, número de visitantes por minuto y número de perros

por minuto. Estos datos únicamente fueron tomados de lunes a viernes, para evitar el sesgo

que representa la afluencia de visitantes durante los fines de semana.

Grado de tolerancia al humano. − Se estableció una escala relativa del 1 al 3, en donde

1- no tolerantes, 2 - poco tolerantes y 3- muy tolerantes.
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Suplementación alimenticia. − Se identificaron los sitios en donde los visitantes

proporcionaban alimento a las ardillas de forma directa o en comederos. Se registró la

ausencia o presencia de este evento.

Número de visitantes por minuto. − Durante dos días consecutivos se registró el número

de personas que cruzaban los transectos previamente seleccionados para estimar la

densidad poblacional de ardillas (Ver punto 4.7). El conteo de visitantes se realizó en

periodos de dos minutos cada 15 minutos entre las 07:00 y 09:00 am, acumulando 18

conteos por transecto y un total de 36 minutos de registros. Posteriormente se sumó el

número de individuos registrados en todos los conteos y se dividió entre 36. El registro de

visitantes sólo se realizó de lunes a viernes para evitar el sesgo que representa realizar

conteos en fines de semana cuando la afluencia de visitantes aumenta.

Frecuencia de perros por minuto. − Durante dos días consecutivos se registró el número

de perros domésticos y ferales que cruzaban los transectos previamente seleccionados para

evaluar la densidad poblacional de ardillas (Ver punto 4.7). El conteo de perros se realizó

en periodos de dos minutos cada 15 minutos entre las 07:00 y 09:00 am, acumulando 18

conteos por transecto y un total de 36 minutos de registros. Posteriormente se sumó el

número de perros registrados en todos los conteos y se dividió entre 36. El muestreo se

realizó de lunes a viernes.

4.7. Atributos poblacionales

Densidad poblacional. – Se realizaron conteos visuales en transectos para estimar la

densidad poblacional de ardillas en cada área verde. Cada transecto tuvo una longitud (l) de

100 m y el número de transectos por área verde se estableció en función de su superficie del

mismo modo que el número de cuadrantes (Apéndice I; Cuadro 4). Los conteos se
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realizaron cada 15 min de las 7:00 a las 9:00 am, recorriendo lentamente el transecto y

registrando cada individuo observado, así como la distancia en línea recta del observador a

la ardilla. Se realizaron dos días de conteo por parque, acumulando un total de dieciocho

conteos por transecto. Por cada transecto se estableció un ancho de detectabilidad o

cinturón de visibilidad (w), que fue la distancia perpendicular al transecto hasta donde se

asumía que la probabilidad de detección de ardillas era igual o mayor a uno. Los valores se

estandarizaron en 10, 15 y 20 m, dependiendo de las características del transecto (densidad

de árboles y arbustos, cobertura del dosel, presencia de construcciones, etc.)

Para calcular el área efectiva de detectabilidad (D) por transecto se empleó la siguiente

fórmula:(82)

D = (2) (w) (l)

En donde:

D= Área efectiva de detectabilidad

w= Cinturón de visibilidad l= Largo del transecto en m

Para estimar la densidad poblacional se utilizaron únicamente los registros de

individuos observados dentro del área de detectabilidad de cada transecto. El máximo

número de individuos registrados en alguno de los dieciocho conteos podría representar el

número de ardillas presentes por transecto. Sin embargo, este dato podría sobreestimar el

número de ardillas si éste se registró durante la formación de congregaciones temporales de

individuos por situaciones como la presencia de alimento suplementado. Por lo tanto, se

tomaron en cuenta los nueve conteos con el mayor número de ardillas registradas para

reducir la sobreestimación resultante de este tipo de eventos.
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Finalmente la densidad poblacional se calculó dividiendo el promedio de

individuos de nueve conteos, entre el área efectiva de detectabilidad transformada a

hectáreas. En las áreas verdes con dos o más transectos se calculó la densidad promedio del

número total de transectos.

Tamaño poblacional. – Se calculó multiplicando la densidad poblacional por el área

arbolada de cada parque.

4.8. Atributos individuales

Los individuos capturados fueron revisados y clasificados de acuerdo a los siguientes

atributos individuales:

Edad. – Se establecieron dos grupos de edad: adultos y juveniles. Se consideraron

adultos los individuos mayores de 190 g o con características que indicaran actividad

reproductiva.

Sexo. – Se determinó mediante la revisión de órganos sexuales externos.

Estado reproductivo. – Se establecieron dos grupos: activos e inactivos. Se consideraron

activos los machos con testículos escrotados y las hembras lactantes, gestantes y

poslactantes. (83)

Condición corporal. – Se estableció un parámetro del 1 al 3: 1) pérdida de masa

corporal, 2) las costillas se palpan fácilmente y no hay grasa al tacto, y 3) exceso de grasa

corporal.
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Índice corporal. – Se calculó dividiendo el peso (g), entre el largo del cuerpo de la punta

de la nariz a la base de la cola (mm).(84)

4.9. Análisis estadísticos

La información obtenida se analizó con un enfoque correlativo por medio de modelos

lineales generalizados GLMs, por sus siglas en inglés (Generalized Linear Model), (66) con

apoyo del paquete estadístico SPSS Statistics 20. Este análisis se realizó para determinar el

efecto combinado de múltiples variables explicativas (numéricas y categóricas), en la

seroprevalencia de OPXV en poblaciones de ardilla gris.

Se construyeron tres modelos que emplearon como unidad de análisis los sitios

monitoreados (n=18). La variable dependiente fue la seroprevalencia por sitio y las

variables independientes fueron las relacionadas con 1) características del paisaje, 2)

impacto antropogénico y 3) atributos poblacionales. Se construyó una matriz de correlación

para eliminar aquellas variables explicativas que estuvieran altamente correlacionadas

(p≥0.05; Apéndice II, Cuadro 1), y se aplicó la prueba de Shapiro-Wilkins a la variable

dependiente para determinar si su distribución difería de manera significativa de una

distribución normal (p≥0.05). (85) Debido a que los datos fueron continuos con errores

normales, estos modelos se construyeron seleccionando la función de distribución de

errores “normal” cuya función canónica de enlace es “identidad”. (86)

Se realizó un cuarto modelo que empleó sólo a los individuos de los que se

registraron todos los atributos individuales (edad, sexo, estado reproductivo, índice corporal

y condición corporal) como unidad de análisis (n=347). La variable dependiente fue la

seropositividad por individuo (1=positivo, 0=negativo), y las variables independientes
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fueron sexo, edad, estado reproductivo, condición corporal e índice corporal. Para la

construcción de este modelo, debido a que los datos se presentan con valores binarios (0 y

1) con errores binomiales, se utilizó la función de distribución de errores “binomial” cuya

función canónica de enlace es “logit”. (86)

Los criterios empleados para la evaluación de los modelos fueron devianza, pseudo-

R2 y Criterio de Información de Akaike para muestras finitas AICc, por sus siglas en inglés

(Akaike Information Criterion). La devianza se empleó para determinar la variación de los

datos que no fue explicada por cada modelo. La pseudo-R2 se calculó para determinar la

proporción total de devianza explicada por el modelo; para obtener este valor se realizó un

modelo nulo a cuya devianza se le restó la devianza residual de cada modelo, el resultado

se dividió entre la devianza del modelo nulo. El AICc se empleo para hacer una

comparación entre modelos, siendo el mejor modelo aquel que resultó con el menor

valor.(86)

Se aplicó la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov a los valores de índice

corporal para determinar su tipo de distribución, (85) el resultado demostró que no existe

diferencia significativa con respecto a una distribución normal (p≥0.05), por lo tanto se

realizó la prueba de t para dos muestras con el paquete estadístico SPSS 2.0, con la

finalidad de comparar la media del índice corporal del los individuos seropositivos con la

media de los individuos seronegativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Éxito de captura

Se capturaron en total 389 individuos en las 18 áreas verdes monitoreadas. El promedio de

capturas fue de 22 individuos por sitio; los sitios con mayor éxito de captura fueron el

Bosque de Chapultepec (1ª sección), Viveros de Coyoacán y Bosque de Tlalpan, con 64, 49

y 39 individuos respectivamente, mientras que los sitios con menor éxito fueron Glorieta

América y Plaza de la Conchita con 11 individuos cada uno (Apéndice II, Cuadro 2).

5.2. Seroprevalencia

De los 389 individuos capturados se obtuvieron 366 muestras de suero. Los resultados a la

prueba de ELISA demostraron una seroprevalencia total de anticuerpos contra OPXV del

30% (110/366). Las áreas verdes con menor seropositividad fueron el Parque Lincoln (0%,

n=13), el Parque Ecológico el Batán (7.7%, n=13) y el Bosque de Chapultepec (9.6%,

n=62; Apéndice II, Cuadro 3).

5.3. Evidencia molecular

Se realizó el procedimiento para extracción de material genético (DNA) a 366 muestras de

saliva y 56 costras. La muestra de DNA fue empleada para realizar PCR en tiempo real, los

resultados obtenidos fueron negativos a material genético de OPXV.
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5.4. Atributos del Paisaje

Las  áreas verdes con mayor superficie de área arbolada, hábitat adecuado para la ardilla

gris, fueron el Bosque de Chapultepec (146 ha) y el Bosque de Tlalpan (102 ha). Las áreas

verdes con menor superficie de hábitat fueron el Jardín Hidalgo (0.58 ha), el Parque

Margait (0.85 ha) y la Plaza de la Conchita (0.85 ha).

El Parque Masayoshi Ohira tuvo el parche de hábitat más cercano (3.6 m), sin

embargo no se consideró como una población de ardillas distinta, pues las copas de los

arboles entre sitios están en contacto, lo que sugiere que la misma población de ardillas

habita ambos parches, aun cuando a nivel de suelo los parches estén separados por bardas o

alambrados. En este supuesto, la Plaza de la Conchita tuvo la población vecina más cercana

a 15.8 m y un alto grado de conectividad con cuatro poblaciones a 500 m y seis a 1000 m.

El Parque Lincoln fue el sitio con mayor número de poblaciones cercanas, con cinco a

menos de 500 m y siete a menos de 1000 m, aunque la población más cercana se registró a

307 m. La población más aislada fue la del Parque Francisco Villa, con tan sólo una

población a menos de 1000 m a la redonda.

El perímetro de los sitios monitoreados osciló entre 562 m y 10 817 m; el índice de

forma promedio fue de 2.11. El sitio con menor exposición relativa al efecto de borde fue el

Bosque de Tlalpan (10 817 m) y la superficie de hábitat susceptible a la influencia de la

matriz fue moderada, con un índice de forma de 2.1. El sitio con mayor exposición relativa

al efecto de borde fue la Plaza de la Conchita (562 m), con una superficie de hábitat

susceptible moderada cuyo índice de forma fue de 1.7. Los sitios con menor superficie de

hábitat susceptible a la matriz de acuerdo con el índice de forma de los fragmentos, fueron
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el Bosque de Chapultepec, el Parque Xicoténcatl y los Viveros de Coyoacán con un índice

de forma de 1.3, mientras que el sitio con mayor susceptibilidad fue el Jardín Botánico con

un índice de 3. Cabe aclarar, sin embargo, que el Jardín Botánico está rodeado en su

mayoría por un matorral seminatural, por lo que la matriz está poco urbanizada.

Los sitios con menor calidad en la matriz de hábitat para las ardillas, en un área de

amortiguamiento de 500 y 1000 m fueron los parques Luis G. Urbina, Francisco Villa y

San Lorenzo, con una densidad de calles de aproximadamente 200 m/ha. El sitio con mejor

calidad en la matriz de hábitat para las ardillas en un área de amortiguamiento de 500 m y

1000 m, fue el Jardín Botánico con 65.5% y 53.8% de superficie arbolada respectivamente

(Apéndice II, Cuadro 4).

5.5. Impacto antropogénico

De las dieciocho poblaciones monitoreadas, ocho se mostraron habituadas y altamente

tolerantes a la presencia humana, cinco fueron parcialmente tolerantes y el resto se

mostraron poco o nada tolerantes. En catorce de los dieciocho sitios se registraron eventos

de suplementación alimenticia directa o en comederos; en el Jardín Botánico, Museo de las

Intervenciones, Parque Ecológico el Batán y la Plaza de la Conchita, no se registró ningún

evento de esta naturaleza.

El sitio con menos número de visitantes fue el Parque Ecológico el Batán con 0.14

visitantes por minuto, seguido del Parque Tagle, el Jardín Botánico y el Parque Margait con

alrededor de un visitante por minuto, el sitio más visitado fue el Jardín Hidalgo con 5.6

visitantes por minuto. Los sitios con mayor registro de perros por minuto fueron los

parques Francisco Villa, Luis G. Urbina, Lincoln, San Lorenzo y la Plaza de la Conchita,
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con alrededor de un registro de perros por minuto, en el Jardín Botánico, Bosque de

Chapultepec, Viveros de Coyoacán y el Parque el Ecológico Batán no se tuvieron registros

(Apéndice II Cuadro 5).

5.6. Atributos poblacionales

Los sitios con mayor densidad poblacional fueron el Parque San Lorenzo y los Viveros de

Coyoacán, con 29 y 46 individuos por hectárea respectivamente; el sitio menos densamente

poblado fue el Parque Lincoln con 1.6 individuos por hectárea. El sitio con el mayor

tamaño poblacional estimado fue el Bosque de Tlalpan con 3057 individuos, mientras que

el sitio con menor tamaño poblacional estimado fue el Parque Margait con alrededor de 3

individuos (Apéndice II, Cuadro 6). Aunque el método de estimación poblacional utilizado

nos permitió comparar de manera sistematizada los atributos poblacionales entre parques,

resulta evidente que éste no refleja de manera fiel el tamaño real de las poblaciones; por

ejemplo, en el Parque Margait se capturaron 13 individuos mientras los conteos visuales

indicaron un tamaño poblacional de 3 individuos.

5.7. Atributos individuales

Del total de individuos evaluados por atributo, el 80% fueron adultos y el 20% juveniles.

La proporción de sexos fue de 41% hembras y 59% machos. Con respecto al estado

reproductivo el 70% fueron activos y el 30% inactivos. En relación a características

morfométricas promedio, la longitud de cuerpo (mm) fue de 238±9.48, el peso (g) de

466±32.5 y el índice corporal de 1.95±0.1. El 3% de individuos tuvieron condición corporal

tipo 1, el 83% tipo 2 y el 14% tipo 3 (Apéndice II, Cuadro 2).
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5.8. Análisis estadísticos

Para la construcción de los MLG´s se eliminaron las variables altamente correlacionadas,

por lo tanto los modelos se construyeron a partir de las siguientes variables:

1) Atributos del paisaje: Área arbolada, número de parques en 500 m, distancia al parque

más cercano, densidad de calles en 500 m e índice de forma.

2) Impacto antropogénico: Grado de tolerancia al humano, ocurrencia de suplementación

alimenticia, número de visitantes por minuto y número de perros por minuto.

3) Atributos poblacionales: Densidad poblacional

4) Atributos individuales: Edad, sexo, estado reproductivo e índice corporal.

Los resultados obtenidos sugieren que las variables asociadas a atributos del paisaje

tienen mayor influencia en la seroprevalencia de anticuerpos contra OPXV. Este modelo

explicó el 46% de la variación, proporción más alta que la explicada por los modelos

asociados a actividades antropogénicas y características de la población. De acuerdo con

los valores de AICc, el modelo más parsimonioso fue el construido a partir de variables

relacionadas con atributos poblacionales (Apéndice II, Cuadro 7).

De acuerdo con el modelo construido a partir de atributos del paisaje, la distancia al

parque más cercano fue la variable que resultó más significativa, guardando una relación

negativa con relación a la seroprevalencia a OPXV (p=0.014; Apéndice II, Figura 1), de

tal forma que entre mayor sea la distancia entre parques, menor será la seroprevalencia. El
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resto de las variables consideradas no explicaron de manera satisfactoria la seroprevalencia

de OPXV en ardillas del Distrito Federal (Apéndice II, Cuadro 8).

El modelo construido a partir de variables de impacto antropogénico, no demostró

ninguna asociación estadísticamente significativa entre las variables consideradas y la

seroprevalencia de OPXV en ardillas gris (Apéndice II, Cuadro 9). El modelo construido a

partir de atributos de la población sólo incluyó la variable “densidad poblacional”, ya que la

variable “tamaño poblacional” estuvo altamente correlacionada; esta variable no explicó

satisfactoriamente la seroprevalencia de OPXV en ardilla gris (Apéndice II, Cuadro 10).

En el modelo construido a partir de atributos individuales, ninguna de las variables

fue estadísticamente significativa; el índice corporal fue marginalmente significativo

(p=0.09) con una asociación negativa, de tal forma que a menor índice corporal, mayor

probabilidad de ser seropositivo a OPXV (Apéndice II, Cuadro 11). De acuerdo con la

prueba de Levene para la igualdad de varianzas, no existió diferencia significativa en la

varianza de índice corporal entre individuos seropositivos y seronegativos, por lo tanto se

analizaron los datos con la prueba de “t” para varianzas iguales. Los resultados de esta

prueba demostraron que no existe diferencia estadísticamente significativa (p=0.305) entre

la media del índice corporal entre individuos seropositivos e individuos seronegativos

(Apéndice II, Cuadro 12; Figura 2).
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6. DISCUSIÓN

En la actualidad existen pocas publicaciones sobre la ardilla gris (Sciurus aureogaster), en

las cuales se describen algunos de sus hábitos y características biológicas. (62,65,87-94) El

estudio de este roedor en el D.F. se ha enfocado principalmente en la descripción de su

hábitat, (71,95) algunos atributos reproductivos(96) y los daños que ocasionan en algunas áreas

verdes dentro de la ciudad.(97) Estas investigaciones se han realizado principalmente en el

Bosque de Chapultepec y en los Viveros de Coyoacán, en donde las poblaciones están bien

establecidas y han logrado explotar exitosamente los recursos disponibles, además de

interactuar estrechamente con los visitantes de estos sitios.

La información sobre el estado de salud de la ardilla gris en la Ciudad de México es

limitada, los registros disponibles hacen referencia a colecta de muestras de manera

incidental durante estudios dirigidos a otras especies, mostrando escasos resultados

relacionados con este roedor. (20) La carencia de información abarca desconocimiento en

cuestiones relacionadas con el papel que juegan en la dinámica de enfermedades, el estado

de conservación de la especie en la ciudad y el efecto de la perturbación de hábitat en el

estado físico de los individuos.

Esta investigación es el primer estudio enfocado en monitorear una enfermedad

infecciosa en poblaciones de ardillas del D.F. Los resultados obtenidos en la prueba

serológica realizada (ELISA), demostraron evidencia de circulación de anticuerpos contra

OPXV en muestras de suero de ardillas de diecisiete de los dieciocho parques evaluados,

siendo este el primer reporte de OPXV en mamíferos silvestres de toda la República

Mexicana. La seroprevalencia total obtenida fue del 30% (110/366), que es un valor similar



- 36 -

al reportado en monitoreos realizados en roedores silvestres de distintas partes del mundo

para anticuerpos contra virus de la familia Poxviride (entre el 10 y el 40%). (98-100)

Los resultados obtenidos demuestran que las ardillas del D.F. han estado en

contacto con un OPXV y han montado respuesta inmunológica. El antígeno específico de

cada género de poxvirus puede generar reacción cruzada en la prueba de ELISA, lo que

impide confirmar la identidad de la variante de OPXV a la que han estado expuestas. Sin

embargo, una vez que un individuo ha sido infectado y ha montado respuesta inmune

humoral a una infección por OPXV, las inmunoglobulinas (IgG) estarán presentes en suero

y proporcionarán protección cruzada a otros miembros del género y mostrarán evidencia de

una exposición previa a algún OPXV. (58,74,75,100)

La probabilidad de que la variante de OPXV a la que han estado expuestas las

ardillas pertenezca a una cepa endémica de Norteamérica es alta, dado que el antígeno

empleado fue el virus Volepox, variante que ha sido aislada de mamíferos silvestres de

Estados Unidos y Canadá. (54,58,61,77) Esto no pudo confirmarse pues no se registró evidencia

molecular en el ensayo de PCR. La ausencia de evidencia molecular puede deberse a que

los individuos muestreados se encontraban clínicamente sanos y sin evidencia de procesos

infecciosos recientes. Las investigaciones previas en donde se ha encontrado evidencia

molecular de poxvirus, han analizado muestras (sueros, órganos, secreciones, etc.)

provenientes de individuos que han cruzado por procesos infecciosos agudos, que en la

mayoría de los casos los han llevado a la muerte (52,59,60,101) Por otro lado, la poca

información existente sobre la ecología de los OPXV en Norteamérica también sugiere que

existen otras variantes de este género viral circulando en el continente, que no han sido

descritas.
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Los aislamientos de OPXV en animales silvestres sugieren que los mamíferos son el

grupo taxonómico más cercano a este género. Se cree que algunos OPXV, por ejemplo

Volepox y Cowpox, ocasionan procesos infecciosos sutiles en roedores, sugiriendo que la

relación “virus- hospedero” ocasiona una respuesta a la infección mínima o asintomática.

Esta característica y el alto grado de similitud genética entre los OPXV sugieren que los

roedores podrían representar el reservorio ecológico primario de algunos miembros del

género viral que no han sido descritos. (58, 102)

La ardilla gris es una especie ubicua en la Ciudad de México que posee una fuerte

capacidad de adaptación a la perturbación del hábitat, logrando explotar exitosamente los

recursos que áreas verdes urbanas le ofrecen y ocupando parches de hábitat variados que

incluyen glorietas, camellones, viveros, plazas, parques y jardines. (97) La capacidad de

adaptación a ambientes perturbados por parte de miembros de la familia Sciuridae ha sido

documentada en distintas ciudades del mundo, en donde estas especies han llegado a

alcanzar altas densidades poblacionales en jardines o incluso campos de golf rodeados por

una matriz urbana. (103-106)

Las características de los parches de hábitat ocupados por las ardillas en la Ciudad

de México, permitieron evaluar la influencia de la estructura del paisaje con respecto a la

seroprevalencia a OPXV. En el MGL construido a partir de atributos del paisaje, la

distancia a la población más cercana fue estadísticamente significativa con relación a la

seroprevalencia, lo que puede atribuirse al intercambio de individuos que favorece el

transporte de patógenos entre poblaciones facilitando la transmisión de enfermedades; esta

relación se ha hecho evidente en múltiples investigaciones enfocadas en determinar la

relación entre la fragmentación de hábitat y la transmisión de enfermedades. (13,107) En los
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parches de esta ciudad, el intercambio de individuos entre fragmentos es posible, aun

cuando la matriz es de mala calidad en prácticamente todos los sitios, ya que existen

camellones, glorietas, árboles aislados e incluso infraestructura como cables, por donde las

ardillas arborícolas pueden transitar, para moverse entre parches.

A pesar de que diversas características de la ciudad como la disponibilidad de

recursos favorecen a algunas especies silvestres de hábitos generalistas como las ardillas,

las actividades antropogénicas también representan factores causantes de estrés entre las

poblaciones silvestres. (108) Estudios observacionales han demostrado que la habituación a

estímulos antropogénicos es el resultado del afrontamiento constante. (109) Las ardillas de la

ciudad han desarrollado una alta tolerancia a la presencia humana, aunque sólo en ocho de

los sitios monitoreados se observó alta tolerancia al humano, en catorce de los sitios se

detectaron eventos de suplementación alimenticia en comederos o directamente, por parte

de los visitantes, lo que ilustra la estrecha relación entre el humano y las ardillas. El número

de visitantes por minuto entre los sitios evaluados, osciló entre 0.14 y 5.6. Este resultado

varió en función de la localización, así como de la finalidad de cada sitio, lo que influye

directamente en la habituación desarrollada por parte de las ardillas. Así los sitios más

transitados fueron los sitios en donde se observó mayor tolerancia al humano.

Los resultados obtenidos del MGL desarrollado a partir de variables asociadas a la

actividad antropogénica, no explicaron de manera satisfactoria asociación entre la

seroprevalencia a OPXV y el grado de tolerancia al humano. En algunas investigaciones se

ha demostrado asociación entre la presencia de humanos en el hábitat de poblaciones

silvestres y aumento en la liberación de glucocorticoides y catecolaminas como respuesta

de los organismos a estrés, gracias a la falta de habituación. La constante circulación de
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glucocorticoides en sangre puede alterar las funciones del sistema inmunológico, generando

inmunosupresión y aumentando los efectos de una infección e inflamación lo cual llega a

favorecer la morbilidad y la mortalidad en una población sometida constantemente a

factores estresantes.(29,37-41,110,111) En esta investigación no se midió ningún parámetro

fisiológico que demostrara la presencia de hormonas asociadas a estrés circulando en

sangre, por lo que se considera relevante para futuros estudios se tomen en cuenta pruebas

que demuestren la relación entre actividades antrópicas y parámetros fisiológicos asociados

a estrés.

La presencia de especies como los perros domésticos podría ser un factor

desencadenante de la respuesta a estrés por representar una amenaza para las ardillas. Se

considera que los registros de presencia de perros por sitio de monitoreo obtenidos en este

estudio, no proyectan en algunos casos la realidad, ya que la presencia de perros por sitio

fue variable durante el día según lo observado. Durante esta investigación fue imposible

realizar más conteos durante el día por cuestiones logísticas, por lo que los datos obtenidos

fueron insuficientes para hacer una estimación más representativa. En algunos sitios en los

que durante los conteos no se registró presencia de perros, como el Jardín Botánico y el

Bosque de Chapultepec, se observó la presencia de esta especie en otros momentos del día.

La variable asociada a eventos de suplementación alimenticia tampoco demostró

correlación significa con respecto a la seroprevalencia. En la actualidad existen pocas

investigaciones que consideren el efecto de la nutrición en la inmunidad de especies

silvestres en vida libre, aun cuando se ha reconocido que el estado nutricional es un

conductor importante para el mantenimiento y buen desempeño del sistema inmune. (30,112)

Esta asociación vuelve interesante para futuros estudios evaluar de qué manera influye la



- 40 -

alimentación de especies silvestres que habitan ambientes urbanos en el desempeño del

sistema inmunológico.

El número de capturas por parque muestra que aun en parches menores a una

hectárea sobreviven al menos diez individuos diferentes; estos datos reflejan parcialmente

el éxito de ocupación por parte de las ardillas en diferentes fragmentos de hábitat, pues los

datos pueden estar influidos por la variación en el esfuerzo de muestro entre sitios, aun

cuando el diseño de muestreo fue establecido en función del tamaño del fragmento y la

superficie de hábitat disponible para la ardilla de hábitos arborícolas. En este trabajo se

considera que las estimaciones de densidad y tamaño poblacional reflejan la estructura

poblacional de las ardillas en las áreas verdes monitoreadas.

En futuras investigaciones que deseen determinar la densidad poblacional de

ardillas, se podrían establecer métodos de captura y recaptura, durante periodos de

monitoreo más prolongados por sitio, para poder evaluar otros atributos poblacionales

como la proporción de sexos y edades con respecto a las distintas épocas del año, el

movimiento de individuos entre poblaciones, tasas de natalidad y mortalidad (113, 114). En

este caso el modelo asociado a atributos poblacionales no mostró resultados significativos,

lo que puede sugerir que la infección causada por OPXV no es densodependiente.

El modelo construido a partir de atributos individuales no demostró correlación

significativa con respecto a la seroprevalencia a OPXV, aunque el índice corporal presentó

un valor marginalmente significativo (p=0.09). Las características individuales como edad,

sexo, la condición e índice corporal y el estado reproductivo y social, son variables que se

ha comprobado están fuertemente ligadas a la respuesta inmune que generan los
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organismos al enfrentarse a patógenos, por ser factores moduladores de la respuesta a

estrés. (32,115) Estas características influyen en el estado fisiológico de los organismos, de tal

forma que de ellas dependen en muchas ocasiones los recursos que serán invertidos en la

respuesta inmunológica a patógenos. (35, 98, 116)

El resto de las variables evaluadas no explicaron de manera satisfactoria la

prevalencia de OPXV en ardillas de la Ciudad de México; sin embargo, debido a que el

establecimiento de un patógeno en una población es un evento multifactorial, se considera

importante que para futuras investigaciones enfocadas en enfermedades en estos roedores

se tomen en cuenta otras variables, por ejemplo la interacción con otras especies y las

características físicas ambientales. De igual forma se considera relevante realizar pruebas

que describan el estado físico de los individuos con la finalidad de conocer el estado

inmunológico de la población y su capacidad para responder a la presencia de agentes

infecciosos.

Los resultados demuestran que las ardillas de la Ciudad de México han estado

expuestas a algún OPXV, resultado relevante por el estrecho contacto de este roedor con

los habitantes de esta ciudad, considerando importante realizar más estudios que

profundicen en la interacción “fauna silvestre-humanos” con respecto a patógenos de tipo

zoonótico como los poxvirus y otras enfermedades virales, bacterianas y parasitarias. El

monitoreo de OPXV en esta región es de gran importancia desde dos aspectos

fundamentales en el estudio de enfermedades en fauna silvestre; por un lado se está

evaluando la circulación de un grupo viral que está ocasionando la extinción a algunas

especies endémicas en algunas regiones del mundo (98) y por otro lado se está monitoreando
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la presencia de un grupo viral que ha representado un riesgo zoonótico en países como

Estados Unidos (74,75) y la Republica Democrática del Congo. (117)

Finalmente la presencia en suero de anticuerpos contra OPXV en las ardillas de la

Ciudad de México, hace muy interesante el planteamiento de nuevas investigaciones que se

fundamenten en el análisis filogenético de la variante de OPXV circulante, así como su

ecología, patogenia, rango de hospederos y el papel que juegan las ardillas y otras especies

silvestres en el ciclo del virus.
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7. CONCLUSIONES

- La ardilla gris (Sciurus aureogaster) ha logrado adaptarse y distribuirse

exitosamente en numerosos parches de vegetación de la Ciudad de México, que

incluyen glorietas, jardines, plazas, parques urbanos, etc.

- La información obtenida en este trabajo demuestra que las ardillas arborícolas de la

Ciudad de México, han estado en contacto con alguna variedad de OPXV, sin

embargo se desconoce el origen filogenético del virus que circula en esta región.

- Esta investigación es la primera evidencia serológica de OPXV en fauna silvestre de

la República Mexicana; estos datos amplían la información actual sobre la

distribución geográfica y el rango de hospederos de este género viral en fauna

silvestre de Norteamérica.

- Las pruebas diagnósticas realizadas no mostraron evidencia molecular del OPXV al

que las ardillas han estado expuestas, volviendo interesante la continuación de

investigaciones sobre este género viral en fauna silvestre de México.

- A pesar de ser un ambiente altamente perturbado, la Ciudad de México ofrece

múltiples recursos tanto de hábitat como de alimentación a las especies que han

logrado adaptarse como es el caso de la ardilla gris.

- El proceso de urbanización en ocasiones ha favorecido la disponibilidad de recursos

tanto de hábitat como de alimentación para especies silvestres; sin embargo la

cercanía con humanos, la interacción interespecífica, la baja calidad del hábitat y el

intercambio de individuos entre fragmentos puede llegar a favorecer la dispersión

de enfermedades.
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- Los resultados obtenidos sugieren que la conectividad entre poblaciones puede

influir en el intercambio de patógenos entre fragmentos, particularmente en el caso

de OPXV en ardillas grises.

- Esta investigación no logró evidenciar datos significativos que sugieran una

relación entre la prevalencia de OPXV y variables relacionadas con la actividad

humana y con atributos de la población.

- Es posible que exista cierta asociación entre el estado físico de los individuos y la

susceptibilidad a OPXV; sin embargo los datos obtenidos no demuestran claramente

esta relación, por lo que se propone realizar estudios dirigidos particularmente a

estas características.

- La información obtenida en esta investigación es importante para el desarrollo y

establecimiento de nuevas investigaciones que monitoreen a esta especie que es tan

cercana a la población humana y que puede ser portadora de agentes infecciosos de

tipo zoonótico.

- Es de gran importancia conocer los riesgos potenciales de transmisión de

enfermedades a los que puede estar expuesta la ardilla gris, al convivir con otras

especies animales dentro del área urbana.
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Apéndice I

Cuadro 1
Miembros de la familia Poxviridae

Género Especie Hospedero principal

Orthopoxvirus

Variola Humano

Vaccinia
Humanos, bovinos, búfalos, cerdos y

conejos

Cowpox
Bovinos, humanos, roedores, gatos,
jerbos, grandes felinos, elefantes,

rinocerontes

Camelpox Camellos

Ectromelia Roedores
Ardillas, primates, humanosMonkeypox

Uasin Gishu Equinos

Taterapox Jerbos

Raccoonpox Mapaches

Volepox Roedores

Skunkpox Zorrillos

Sealpox Focas grises

Capripoxvirus Sheeppox Ovinos y caprinos

Suipoxvirus Swinepox Cerdos

Leporipoxvirus
Myxoma Conejos

Squirrel fibroma Ardilla gris, ardilla roja y ardilla zorro

Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum
Humanos, primates no humanos, aves,

canguros, perros y equinos

Yatapoxvirus Yabapox y Tanapox Primates y humanos

Avipoxvirus

Fawilpox, canarypox,
crowpox, juncopox,

mynahpox, pigeonpox,
psittacinepox, quailpox,

sparrowpox, starlingpox,
turkeypox, etc.

Pollos, guajolotes y muchas otras especies
de aves

Parapoxvirus

Orf Ovinos, Caprinos y humanos

Squirrelpox Ardillas

Pseudocowpox Bovinos y humanos
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Cuadro 2

Clasificación taxonómica de la ardilla gris

Reino Animalia

Filo Chordata

Clase Mammalia

Orden Rodentia

Familia Sciuridae

Subfamilia Sciurinae

Género Sciurus

Subgénero Sciurus

Especie S. aureogaster
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Figura 1a. Distribución actual de la ardilla gris (Sciurus aureogaster). (62)

Figura 1b. Distribución potencial de la ardilla gris (Sciurus aureogaster). (63)
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Figura 1b. Distribución potencial de la ardilla gris (Sciurus aureogaster). (63)

- 58 -

Figura 1a. Distribución actual de la ardilla gris (Sciurus aureogaster). (62)

Figura 1b. Distribución potencial de la ardilla gris (Sciurus aureogaster). (63)
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Figura 2. Áreas Verdes Urbanas del Distrito Federal. (118)
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Figura 2. Áreas Verdes Urbanas del Distrito Federal. (118)
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Cuadro 3

Sitios de monitoreo de ardilla gris (Sciurus aureogaster).

DELEGACIÓN ÁREA VERDE

Coyoacán

Jardín Botánico, UNAM

Parque Mashayosi Ohira

Jardín Hidalgo

Viveros de Coyoacán

Museo de las Intervenciones

Parque Xicoténcatl

Parque Margait

Plaza de la Conchita

Álvaro Obregón

Parque Tagle

Jardín de la Bombilla

Parque Ecológico el Batán

Miguel Hidalgo

Glorieta América

Parque Lincoln

Bosque de Chapultepec (1ª Sección)

Benito Juárez

Parque San Lorenzo

Parque Luis G. Urbina

Parque Francisco Villa

Tlalpan Bosque de Tlalpan
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Figura 3. Sitios de monitoreo de ardilla gris (Sciurus aureogaster).
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Cuadro 4

Número de cuadrantes establecidos de acuerdo a la superficie del sitio de
monitoreo

SITIO DE MUESTREO SUPERFICIE Ha No. CUADRANTES TRAMPAS/DÍA

Jardín Hidalgo 0.58 1 9

Parque Margait 0.85 1 9

Plaza de la Conchita 0.85 1 9

Parque Masayoshi Ohira 1.16 1 9

Glorieta América 1.45 1 9

Museo de las Intervenciones 1.49 1 9

Parque San Lorenzo 1.96 1 9

Parque Ecológico el Batán 2.9 2 18

Parque Tagle 2.98 1 9

Parque Xicoténcatl 3.7 1 9

Parque Lincoln 3.98 1 9

Jardín de la Bombilla 4.8 1 9

Parque Luis G. Urbina 8 2 18

Parque Francisco Villa 8.06 2 18

Jardín Botánico, UNAM 19.07 2 18

Viveros de Coyoacán 34.79 3 27

Bosque de Tlalpan 102 3 27

Bosque de Chapultepec (1ª sección) 146 6 54
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Apéndice II
Cuadro 1

Matriz de correlación de variables asociadas a atributos del paisaje, actividades antropogénicas y atributos
poblacionales.

Sp Aa P P500 P1000 Dpc Dc500 Dc1000 Aa500 Aa1000 If Th Sa Fp Vm Dp Tp

Sp 1.00 -0.32 -0.24 -0.18 -0.09 -0.52 -0.49 -0.36 0.39 0.25 0.02 -0.27 0.10 -0.18 -0.11 -0.20 -0.27

Aa -0.32 1.00 0.82 0.29 0.44 -0.02 0.10 0.11 -0.12 0.01 -0.31 0.41 0.20 -0.39 0.12 0.21 0.87

P -0.24 0.82 1.00 0.27 0.31 0.04 -0.11 -0.22 0.11 0.20 -0.01 0.28 0.06 -0.42 0.01 0.25 0.90

P500 -0.18 0.29 0.27 1.00 0.68 -0.16 0.07 -0.07 -0.01 0.22 -0.17 -0.09 -0.08 0.29 0.24 -0.29 0.22

P1000 -0.09 0.44 0.31 0.68 1.00 -0.07 -0.05 -0.13 -0.10 0.10 -0.40 0.06 0.00 -0.21 0.21 0.15 0.41

Dpc -0.52 -0.02 0.04 -0.16 -0.07 1.00 0.45 0.26 -0.39 -0.30 0.30 0.28 0.07 0.08 0.28 0.38 0.13

Dc500 -0.49 0.10 -0.11 0.07 -0.05 0.45 1.00 0.88 -0.89 -0.81 -0.36 0.38 0.26 0.39 0.40 0.12 0.06

Dc1000 -0.36 0.11 -0.22 -0.07 -0.13 0.26 0.88 1.00 -0.84 -0.83 -0.47 0.49 0.36 0.43 0.51 0.22 0.03

Aa500 0.39 -0.12 0.11 -0.01 -0.10 -0.39 -0.89 -0.84 1.00 0.93 0.51 -0.42 -0.17 -0.18 -0.37 -0.25 -0.15

Aa1000 0.25 0.01 0.20 0.22 0.10 -0.30 -0.81 -0.83 0.93 1.00 0.48 -0.39 -0.20 -0.23 -0.21 -0.30 -0.06

If 0.02 -0.31 -0.01 -0.17 -0.40 0.30 -0.36 -0.47 0.51 0.48 1.00 -0.23 -0.42 0.00 -0.04 -0.13 -0.26

Th -0.27 0.41 0.28 -0.09 0.06 0.28 0.38 0.49 -0.42 -0.39 -0.23 1.00 0.58 0.08 0.48 0.53 0.47

Sa 0.10 0.20 0.06 -0.08 0.00 0.07 0.26 0.36 -0.17 -0.20 -0.42 0.58 1.00 0.11 0.18 0.21 0.24

Fp -0.18 -0.39 -0.42 0.29 -0.21 0.08 0.39 0.43 -0.18 -0.23 0.00 0.08 0.11 1.00 0.25 -0.08 -0.41

Vm -0.11 0.12 0.01 0.24 0.21 0.28 0.40 0.51 -0.37 -0.21 -0.04 0.48 0.18 0.25 1.00 0.17 0.09

Dp -0.20 0.21 0.25 -0.29 0.15 0.38 0.12 0.22 -0.25 -0.30 -0.13 0.53 0.21 -0.08 0.17 1.00 0.49

Tp -0.27 0.87 0.90 0.22 0.41 0.13 0.06 0.03 -0.15 -0.06 -0.26 0.47 0.24 -0.41 0.09 0.49 1.00

Sp = seroprevalencia, Aa = área arbolada, P = perímetro, P500 = número de poblaciones a 500m, P1000 = número de
poblaciones a 1000m, Dpc = distancia a la población más cercana, Dc500 = densidad de calles en 500m, Dc1000
= densidad de calles en 1000m, Aa500= porcentaje de área arbolada en 500m, Aa1000 = porcentaje de área arbolada en
1000m, If = índice de forma,  Th = grado de tolerancia al humano, Sa = suplementación alimenticia, Fp = frecuencia de
perros por minuto, Vm = número de visitantes por minuto, Dp = densidad poblacional, y Tp = tamaño poblacional. En
negritas se indican los coeficientes de correlación que fueron significativos (generalmente mayores a 0.5).
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Cuadro 2
Número de capturas y atributos de los individuos capturados por sitio de monitoreo

TOTAL

Sexo Edad E. Reproductivo C. Morfométricas

Sitio de muestreo LC Peso IC CC

CC H M A J A I 1 2 3

Jardín Hidalgo 23 9 (39) 14 (61) 18 (78) 5 (22) 17 (74) 6 (26) 230 467 2.01 0 20 3

Parque Margait 13 7 (54) 6 (46) 8 (62) 5 (38) 2 (15) 11 (85) 228 435 1.9 1 12 0

Plaza de la Conchita 11 5 (45) 6 (55) 7 (64) 4 (36) 5 (45) 6 (55) 224 454 2.02 0 10 1

Parque Masayoshi Ohira 12 6 (50) 6 (50) 8 (67) 4 (33) 8 (67) 4 (33) 231 431 1.85 0 12 0

Glorieta América 11 7 (78) 2 (22) 5 (56) 4 (44) 5 (56) 4 (44) 231 417 1.78 0 7 2

Museo de las Intervenciones 15 7 (47) 8 (53) 12 (80) 3 (20) 8 (53) 7 (47) 230 441 1.92 0 13 2

Parque San Lorenzo 16 5 (33) 10 (67) 14 (93) 1 (7) 13 (87) 2 (13) 240 506 2.11 0 12 3

Parque Ecológico Batán 13 3 (23) 10 (77) 7 (54) 6 (46) 5 (38) 8 (62) 234 445 1.89 0 12 1

Parque Tagle 19 7 (41) 10 (59) 11 (65) 6 (35) 11 (65) 6 (35) 235 433 1.88 0 15 2

Parque Xicoténcatl 17 7 (41) 10 (59) 15 (88) 2 (12) 12 (71) 5 (29) 242 513 2.12 1 13 3

Parque Lincoln 13 4 (36) 7 (64) 9 (82) 2 (18) 9 (82) 2 (18) 248 484 1.95 0 10 1

Jardín de la Bombilla 15 6 (40) 9 (60) 10 (67) 5 (33) 9 (60) 6 (40) 234 444 1.88 3 11 1

Parque Luis G. Urbina 24 9 (39) 14 (61) 18 (78) 5 (22) 17 (74) 6 (26) 238 488 2.04 1 18 4

Parque Francisco Villa 14 8 (57) 6 (43) 11 (79) 3 (21) 10 (77) 3 (23) 235 451 1.9 1 10 1

Jardín Botánico, UNAM 21 9 (50) 9 (50) 13 (72) 5 (28) 12 (67) 6 (33) 235 494 2.09 0 13 5
Viveros de Coyoacán 49 16 (36) 29 (64) 44 (98) 1 (2) 37 (82) 8 (18) 255 473 1.86 0 40 4
Bosque de Chapultepec (1ª sección) 64 22 (36) 39 (64) 52 (85) 9 (15) 45 (74) 16 (26) 248 469 1.88 4 50 6

Bosque de Tlalpan 39 14 (40) 21 (60) 30 (86) 5 (14) 30 (86) 5 (14) 259 536 2.09 0 23 12

TOTAL 389 151 (41) 216 (59) 292 (80) 75 (20) 255 (70) 111 (30)

Se describe la proporción de capturas por sexo, edad y estado reproductivo; en paréntesis se señala el porcentaje de individuos
por categoría con respecto al total de individuos evaluados por atributo.  Se muestra el promedio de las características
morfométricas por sitio.  H = hembra, M = macho, A = adulto, J = juvenil, A* = Activo reproductivamente, I = inactivo
reproductivamente, LC = largo de cuerpo, IC = índice corporal, y CC= Condición corporal (Tipo 1, 2 y 3)
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Cuadro 3

Número de muestras de suero colectadas. Número y porcentaje de muestras seropositivas y seronegativas por
sitio de monitoreo

SITIO DE MUESTREO NO. DE MUESTRAS
POSITIVAS

(%)
NEGATIVAS

(%)
Jardín Hidalgo 23 13 (56.5) 10 (43.5)

Parque Margait 15 10 (66.7) 5 (33.3)

Plaza de la Conchita 11 5 (45.5) 6 (54.5)

Parque Masayoshi Ohira 10 5 (44.4) 5 (50.0)

Glorieta América 10 5 (50.0) 5 (50.0)

Museo de las Intervenciones 13 3 (23.1) 10 (76.9)

Parque San Lorenzo 15 3 (20.0) 12 (80.0)

Parque Ecológico el Batán 13 1 (7.7) 12 (92.3)

Parque Tagle 19 9 (47.4) 10 (52.6)

Parque Xicoténcatl 14 7 (50.0) 7 (50.0)

Parque Lincoln 13 0 (0.0) 13 (100)

Jardín de la Bombilla 17 10 (58.8) 7 (41.2)

Parque Luis G. Urbina 14 2 (14.3) 12 (85.7)

Parque Francisco Villa 11 2 (18.2) 9 (81.8)

Jardín Botánico, UNAM 21 8 (38.1) 13 (61.9)

Viveros de Coyoacán 47 8 (17.0) 39 (83.0)

Bosque de Chapultepec (1ª sección) 62 6 (9.7) 56 (90.3)

Bosque de Tlalpan 38 11 (28.9) 27 (71.1)

TOTAL 366 108 (29.5) 258 (70.49)
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Cuadro 4

Atributos del paisaje por sitio de monitoreo

HÁBITAT
DISPONIBLE

CONECTIVIDAD Y
AISLAMIENTO

IMPACTO
ANTROPICO CALIDAD DE LA MATRIZ

Aa
(ha)

P
500
(m)

P
1000
(m)

Dpc
(m)

P
(m)

If
Dc
500

(m/ha)

Dc
1000

(m/ha)

Aa
500

Aa
1000

Jardín Hidalgo 0.58 2 6 225.1 681 2.3 171.0 163.8 3.4 7.3

Parque Margait 0.85 2 3 50.2 809 2.4 118.0 121.5 40.5 36.3

Plaza de la Conchita 0.85 4 6 15.8 562 1.7 162.2 163.3 3.7 1.9

Parque Masayoshi Ohira 1.16 1 3 3.6 983 2.5 89.3 136.2 40.1 22.7

Glorieta América 1.45 3 6 30.6 990 2.8 170.6 167.2 4.4 3.2

Museo de las Intervenciones 1.49 1 3 88.7 977 2.2 149.3 166.2 3.7 10.3

Parque San Lorenzo 1.96 2 3 84.2 1133 2.2 185.9 178.1 8.9 4.4

Parque Ecológico el Batán 2.9 1 3 383.9 1784 2.9 179.2 141.3 0 0.6

Parque Tagle 2.98 1 2 25.0 1040 1.7 141.0 145.8 8.9 5.7

Parque Xicoténcatl 3.7 1 4 88.7 940 1.3 153.8 157.1 8.1 4.0

Parque Lincoln 3.98 5 7 306.8 1345 1.9 179.3 153.4 5.4 19.5

Jardín de la Bombilla 4.8 1 5 26.5 1228 1.5 157.5 150.2 5.7 3.5

Parque Luis G. Urbina 8 1 2 83 1482 1.4 200.2 188.6 5.3 2.7

Parque Francisco Villa 8.06 0 1 587.9 1298 2.7 194.1 189.0 2.2 1.5

Jardín Botánico, UNAM 19.07 2 5 49 4658 3.0 59.2 65.8 65.5 53.8

Viveros de Coyoacán 34.79 1 7 333.5 2868 1.3 146.7 150.8 1.8 3.2

Bosque de Chapultepec (1ª

sección)

146 3 7 66.7 5621 1.3 177.8 182.2 1.1 9.8

Bosque de Tlalpan 102 3 5 194.6 10817 2.1 155.6 142.4 11.1 12.5

Aa = área arbolada, P500 = número de poblaciones a 500m, P1000 = número de poblaciones a 1000m, Dpc = distancia a la población
más cercana, P = perímetro,  If = índice de forma,  Dc500 = densidad de calles en 500m, Dc1000 = densidad de calles en 1000m, Aa500=
porcentaje de área arbolada en 500m, Aa1000 = porcentaje de área arbolada en 1000m
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Cuadro 5

Impacto antropogénico por sitio de monitoreo

TOLERANCIA
AL HUMANO

SUPLEMENTACIÓN
ALIMENTICIA

FRECUENCIA
VISITANTES

/min

FRECUENCIA
PERROS  /min

Jardín Hidalgo 3 1 5.64 0.18

Parque Margait 1 1 1.39 0.31

Plaza de la Conchita 1 0 2.83 1.25

Parque Masayoshi Ohira 2 1 1.97 0.50

Glorieta América 3 1 4.28 0.17

Museo de las Intervenciones 2 0 4.28 0.17

Parque San Lorenzo 3 1 2.50 1.46

Parque Ecológico el Batán 1 0 0.14 0.00

Parque Tagle 3 1 0.96 0.46

Parque Xicoténcatl 1 1 1.75 0.19

Parque Lincoln 2 1 3.82 1.15

Jardín de la Bombilla 2 1 2.08 0.22

Parque Luis G. Urbina 2 1 2.42 0.69

Parque Francisco Villa 3 1 4.44 1.06

Jardín Botánico, UNAM 1 0 1.17 0.00

Viveros de Coyoacán 3 1 1.71 0.00

Bosque de Chapultepec (1ª sección) 3 1 3.18 0.00

Bosque de Tlalpan 3 1 3.24 0.02
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Cuadro 6

Atributos poblacionales por sitio de monitoreo

Densidad Poblacional
(individuos/ha)

Tamaño
Poblacional

Jardín Hidalgo 15.93 9.24

Parque Margait 4.07 3.46

Plaza de la Conchita 8.61 7.32

Parque Masayoshi Ohira 10.74 12.46

Glorieta América 13.89 20.14

Museo de las Intervenciones 17.41 25.94

Parque San Lorenzo 29.17 57.17

Parque Ecológico el Batán 6.94 20.14

Parque Tagle 5.28 15.73

Parque Xicoténcatl 16.67 61.67

Parque Lincoln 1.67 6.63

Jardín de la Bombilla 11.11 53.33

Parque Luis G. Urbina 5.14 41.11

Parque Francisco Villa 25.00 201.50

Jardín Botánico, UNAM 9.80 186.95

Viveros de Coyoacán 46.54 1619.24

Bosque de Chapultepec (1ª sección) 12.52 1827.25

Bosque de Tlalpan 24.26 3056.67
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Cuadro 7.

Desempeño de modelos lineales generalizados. La evaluación estadística incluye el número de parámetros
incluidos (K), devianza, Criterio de información de Akaike (AICc) y pseudo-R2.

Modelo K Devianza AICc Pseudo-R2

Atributos del paisaje 6 3997.518 173.537 0.4600

Impacto antropogénico 5 6460.162 182.176 0.1274

Atributos poblacionales 2 7355.711 167.028 0.0064

Cuadro 8.

Coeficiente de la variable (ß), error estándar (EE), intervalo de confianza (IC 95%), Xi2 de Wald y valor de P, asociados a
variables incluidas en el MGL que describe los atributos del paisaje de los sitios monitoreados.

Variable ß EE IC 95% Xi2 de Wald P

Área arbolada -0.12 0.1003 -0.32 0.069 1.624 0.203

No. poblaciones a 500m -3.43 3.0815 -9.47 2.609 1.239 0.266

Distancia a población más cercana -0.07 0.0286 -0.12 -0.014 6.037 0.014

Densidad de calles en 500m -0.06 0.1284 -0.32 0.183 0.285 0.594

Índice de forma 1.80 7.6571 -13.20 16.812 0.056 0.814
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Cuadro 9.
Coeficiente de la variable (ß), error estándar (EE), intervalo de confianza (IC 95%), Xi2 de Wald y valor de P,
asociados a variables incluidas en el MGL que describe el impacto antropogénico en los sitios monitoreados.

Variable ß EE IC 95%
Xi2 de

Wald
P

Grado de tolerancia al humano (1) 13.019 15.8468 -18.04 44.078 0.675 0.411

Grado de tolerancia al humano (2) 6.372 11.3971 -15.966 28.71 0.313 0.576

Grado de tolerancia al humano (3)* 0a . . . . .

Reciben suplementación

alimenticia

-3.873 13.6378 -30.602 22.857 0.081 0.776

No reciben suplementación

alimenticia*

0a . . . . .

Frecuencia de perros por minuto -13.394 9.8725 -32.744 5.956 1.841 0.175

No. visitantes por minuto 4.083 3.9399 -3.639 11.805 1.074 0.3

*Valores establecidos en cero debido a que los parámetros son redundantes.

Cuadro 10. Coeficiente de la variable (ß), error estándar (EE), intervalo de confianza (IC
95%), Xi2 de Wald y valor de P, asociados a variables incluidas en el MGL que describe los
atributos poblacionales de los sitios monitoreados.

Variable ß EE IC 95% Xi2 de Wald P

Densidad poblacional -0.153 0.4463 -1.027 0.722 0.117 0.732
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Cuadro 11.

Coeficiente de la variable (ß), error estándar (EE), intervalo de confianza (IC 95%), Xi2 de
Wald y valor de P, asociados a variables incluidas en el MGL que describe los atributos
individuales de los especímenes monitoreados.

Variable ß EE IC 95% Xi2 de Wald P

Macho 0.218 0.269 -0.312 0.747 0.649 0.421

Hembra* 0a 0.2702 . . . .a

Inactivo 0.179 . -0.588 0.947 0.209 0.647

Activo* 0a 0.3916 . . . .a

Juvenil -0.481 . -1.331 0.369 1.232 0.267

Adulto* 0a 0.4337 . . . .a

Índice Corporal -0.82 . -1.779 0.14 2.805 0.094

*Valores establecidos en cero debido a que los parámetros son redundantes.

Cuadro 12

Prueba de t empleada para comparar la media del índice corporal de los individuos
seropositivos y seronegativos.

Prueba T para la igualdad de medias

t gl Diferencia

de medias

Error típico de la

diferencia

95% IC

Inferior Superior

Índice

Corporal
-1.028 322 -0.03195 0.0310 -0.0931 0.0292
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Figura 1. Relación entre la seroprevalencia a OPXV en ardilla gris y la distancia a la
población más cercana.
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Figura 1. Relación entre la seroprevalencia a OPXV en ardilla gris y la distancia a la
población más cercana.
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Figura 1. Relación entre la seroprevalencia a OPXV en ardilla gris y la distancia a la
población más cercana.
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Figura 2. Índice corporal de individuos seropositivos e individuos seronegativos. Las
barras de error se construyeron con los valores del error estándar.
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Figura 2. Índice corporal de individuos seropositivos e individuos seronegativos. Las
barras de error se construyeron con los valores del error estándar.
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Figura 2. Índice corporal de individuos seropositivos e individuos seronegativos. Las
barras de error se construyeron con los valores del error estándar.
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