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RESUMEN

La tripanosomiasis americana (también conocida como enfermedad de Chagas) es una enfermedad
infecciosa transmitida por vector se considera endémica de América, pero durante los ultimos afos
se han registrado casos donde antes no existian: en Europa, Japdn y Australia. Si esta enfermedad no
se detecta en etapa temprana, puede causar un severo dano a diversos drganos e incluso provocar la
muerte. El agente etioldgico de la enfermedad es un protozoario llamado Trypanosoma cruzi. El ciclo
comun de transmisién del pardsito depende de dos entidades ecoldgicas: vectores y reservorios. El
vector es una chinche hematdfaga de habitos alimenticios generalistas. Una gran cantidad de
mamiferos pueden actuar como reservorios potenciales. Existen dos drdenes de mamiferos que
podrian estar actuando como grupos clave dentro del ciclo de la transmisién: roedores vy
murciélagos. Ambos grupos pueden presentar un nexo entre el ciclo doméstico y silvestre de la
enfermedad. La presencia de T. cruzi en vectores ha sido ampliamente estudiada pero el
conocimiento de los reservorios potenciales aun es un terreno poco explorado. Los objetivos
principales de este trabajo fueron: (1) Evaluar la relacidon entre la dinamica temporal de los
reservorios potenciales y la dindmica temporal de Trypanosoma cruzi y (2) Determinar si la dinamica
de la interaccion reservorio potencial — Trypanosoma cruzi se ajusta a un modelo Sl de dindmica de
infeccion. El trabajo de colecta se realizd en la estacion de Biologia de Los Tuxtlas Veracruz México
desde Abril del 2012 hasta mayo del 2014. Se evalud la presencia del parasito en murciélagos y
ratones de la regién de Los Tuxtlas mediante tres métodos: ELISA, WB y PCR. Posteriormente para
conocer la relacién entre las diversas series de tiempo entre los diferentes hospederos y T. cruzi se
usé un andlisis de CCF en tres niveles diferentes (datos crudos, 12 interpolaciones y 53
interpolaciones). Posteriormente, se proyectd en un modelo temporal de Cosinor. La prevalencia de
T. cruzi fue mas alta en roedores en los ensayos serolégicos pero no en los ensayos moleculares. Sélo
tres dindamicas fueron significativas: a) La prevalencia en triatominos contra la abundancia en
triatominos; b) la abundancia de triatominos contra la prevalencia en murciélagos; c) la abundancia
en roedores contra la prevalencia en vectores. Las dindmicas temporales muestran un indicio de
transmision denso-dependiente de triatominos a murciélagos en la region de los Tuxtlas. Asimismo
es probable que exista una relacién de frecuento-dependencia de vectores a roedores. Los
diferentes ambientes de los patdgenos (doméstico, peri-doméstico y silvestre) no se encuentran
totalmente aislados. Esto se ve potenciado en patdgenos con ciclos de vida complejos, es decir,

aquellos que requieren de mas de un hospedero para completar su ciclo infeccioso.



2 ABSTRACT

The American trypanosomiasis (also known as Chaga’s disease) is a vector-borne neglected disease. It is
considered endemic of America but during the last past years few cases have been reported in Europe,
Japan and Australia. If it isn’t detected in early stages, it can damage important organs and even cause
death. It is provoked by the protozoan Trypanosoma cruzi. The common transmission cycle of the
disease depends upon two ecological entities: vectors and reservoirs. The vector is an hematophagous
generalist triatomine bug. A great diversity of mammals can act as potential reservoirs. Especially two
orders of mammals could act as key groups in the transmission cycle: rodents and bats. Both groups
might have be a link between wild and domestic cycles. The presence of T. cruzi in the vector has been
widely studied. Nevertheless, the knowledge about potential reservoirs into the wild is a field scarcely
explored. The objectives of this work were: (1) to identify the infected hosts, (2) to assess the temporal
variation of surveyed individuals (infected and non-infected) and (3) to determine if there is an
association among the different temporal dynamics. Blood samples from hearts of rodents and bats
were analyzed through ELISA’s essays. These samples were collected in the Los Tuxtlas Tropical Biology
Station from April 2012 to May 2013.We evaluated the presence of T. cruzi by three different methods:
the serological methods were ELISA essays and WB essays, and the molecular method was PCR. Then, to
assess how the time series of the hosts were related, we used a CCF analysis at three different levels
(raw samples, 12 interpolations and 53 interpolations). Second, to have a graphic representation of the
dynamics, we produced a model by a Cosinor’s analysis. The prevalence of T. cruzi was higher in rodents
by almost all the analysis. The PCR method had differences with the serological surveys. The only
dynamics that were significant were a) the prevalence in bugs Vs the bugs abundance; b) the abundance
of bugs Vs the prevalence in bats; c) the abundance of rodents Vs the prevalence in bugs. This hint to
think that there might be a density-dependent transmission between triatomines and bats; and there
might be a frequent-dependency transmission between triatomines and rodents. Our results suggest
that rodent’s abundance in the wild might be determining the re-infestation of the parasite in the
domestic cycle. Although the prevalence in bats was lower, the results hint that bat’s prevalence might
be shaped by bug’s abundance. Chaga’s disease is an infectious disease where different species and
individuals play a role. It seems the different types of cycles (wild, peridomestic and domestic) are not
totally closed and this pattern is enhanced when the parasites have complex life cycles. There are few
attempts to evaluate the dynamics of potential wild reservoirs of T. cruzi. This work could offer hints for

future researches in the transmission of the parasite between wild and domestic cycles.



3 INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana (o también conocida como enfermedad de Chagas) es provocada por el
parasito protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae)
(Chagas 1909; Rassi et al. 2010; Schmunis 2007). La enfermedad de Chagas se considera endémica de
Ameérica (Kirchhoff 2011), aunque en la actualidad se han detectado casos en algunos paises de Europa,
Japon y Australia (Rodrigues-Coura & Albajar-Vifia 2010). Segun la World Health Organization se estima
gue existen de 6 a 7 millones de personas infectadas a nivel mundial (WHO, 2016). La forma mds comun
de transmision es mediante la contaminacién por las heces de un vector, el cudl es un insecto
hematodfago. Existen diversos géneros de chinches hematéfagas que son potenciales transmisores:
Rhodinius, Triatoma y Panstrongilus (WHO Expert Committee, 1991). En México, los insectos que
pertenecen al género Triatoma (Orden Hemiptera, Familia Reduviidae) son los de mayor importancia
médica como transmisores de T. cruzi (Carabarin-Lima et al. 2013). De este género, se han descrito
alrededor de 30 especies distribudas en México (Zarate & Zarate 1985; Salazar Schettino et al. 1988;
Guzman-Bracho 2001; Salazar Schettino et al. 2005; Cruz-Reyes et al. 2006), de las cuales, 28 son
endémicas para México (lbarra-Cerdena et al. 2009). Tres especies son las que tienen una mayor
actividad como vectores de transmision: Triatoma barberi, Triatoma dimidiata y Triatoma pallidipennis
(Guzman-Bracho 2001; Salazar Schettino et al. 2005; Cruz-Reyes et al. 2006). Triatoma pallidipennis y T.
dimidiata presentan una amplia distribucién en el centro y sureste mexicano respectivamente (Martinez-
Ibarra & Katthain-Duchateau 1999; Salazar Schettino et al. 2005; Cruz-Reyes et al. 2006). Las formas
secundarias de transmisidon son mediante transfusiones sanguineas, trasplante de drganos, via congénita
y por consumo de alimentos contaminados con heces de triatominos (Moncayo & Silveira 2009).

Entre los tripanosomatidos, Trypanosoma cruzi presenta uno de los ciclos de vida mas complejos
debido a las multiples morfologias que desarrolla, tanto en los vectores como en los reservorios (Tyler &
Engman 2001; De Souza et al. 2010). El ciclo principal de la enfermedad de Chagas en humanos consiste
en la transmisién del parasito de un reservorio mamifero al humano mediante un vector (Sarkar et al.
2010; Kirchhoff 2011). El ciclo mas comun de infeccion comienza cuando la chinche hematéfaga se
alimenta y defeca cerca de la picadura. El estadio infectivo del protozoario se localiza en la parte final del
aparato digestivo del insecto, por lo cual, es transportado en las heces de la chinche. Cuando las heces
del vector entran en contacto con la herida, provocada por la picadura, el protozoario se introduce en el
sistema del hospedero mamifero. Posteriormente, el protozoario infecta a otras células o es adquirido
por otra chinche hematéfaga (mediante el consumo de sangre contaminada) (Tyler & Engman 2001;

Kirchhoff 2011).



La infeccidn inicia cuando las formas infecciosas del parasito penetran en leucocitos y en células
del tejido subcutaneo. Después de ser transportados por el sistema linfatico y torrente sanguineo, la
concentracién de los parasitos ocurre principalmente en tejido muscular, especialmente en miocardio, y
también células ganglionares (Rassi et al. 2012).

Como ya se menciond, la primera unidad ecoldgica relevante es el vector de transmision de T.
cruzi: las chinches hematdfagas del género Triatoma. Estas chinches llegan a tener habitos alimenticios
generalistas, esto quiere decir que se pueden alimentar de multiples hospederos, sin importar la especie
(Mota et al. 2007; Reyes-Novelo et al. 2011). En ambientes domésticos se ha observado que se alimenta
de aves de corral, cerdos, perros, gatos y ganado vacuno (Reyes-Novelo et al. 2011; Villalobos et al. 2011;
Jiménez-Coello et al. 2012). En ambientes silvestres se ha detectado que se alimenta de una amplia
variedad de roedores, marsupiales, de armadillos y de algunas especies de murciélagos (Miles et al.
2009; Reyes-Novelo et al. 2011).

La otra unidad ecoldgica relevante en el ciclo de la transmisién de tripanosomiasis son los
reservorios, en este caso los mamiferos. Los reservorios son un conjunto de especies (o bien, una sola
especie) que permiten que un parasito permanezca espacial y temporalmente en una localidad. De esta
manera el ciclo de transmisién se mantiene (Noireau et al. 2009). Cruz-Reyes y Camargo-Camargo lo
definen a un reservorio como aquél hospedador que mentiene las formas infectivas de un parasito en la
naturaleza y que ademds no presenta signos ni sintomas clinicos. En general, el término se utiliza para
referirse a la poblacién de animales silvestres infectados de manera natural y que no manifiestan la
enfermedad tan severa como en otros hospedadores (Cruz-Reyes & Camargo-Camargo 2001). Una gran
variedad de mamiferos funcionan como reservorios potenciales del protozoario T. cruzi, dichos
reservorios facilitan la dispersién del parasito tanto en zonas silvestres, como en zonas domésticas (Solis-
Franco et al. 1997; Rodriguez et al. 2009; Viana et al. 2014).

Los roedores juegan un papel importante como reservorios en la transmision de diferentes
zoonosis infecciosas (Davis et al. 2005). Rodentia es el orden mdas numeroso dentro del grupo de los
mamiferos. Debido a que muestran una amplia variedad de habitos alimenticios y de anidacién, los
roedores desempefian un papel importante en diversos procesos ecoldgicos (ocupan mdultiples nichos
ecoldgicos) (Ceballos & Olivia 2005). El papel de los roedores como reservorios en el estudio de la
tripanosomiasis americana es de suma importancia debido principalmente a que presentan una amplia
distribucion geografica y una elevada tasa de natalidad (Mills & Childs 1998; Davis et al. 2005). Adem3s,
los roedores presentan tasas de infeccién elevadas en comparacion con las de otros mamiferos

(mapaches, ardillas, zorrillos) (Charles et al. 2013). Especies de roedores, como algunas del género



Neotoma, han sido confirmadas como reservorios altamente eficaces en la transmision de T. cruzi (Sarkar
et al. 2010). Incluso, se han encontrado madrigueras de diversas especies pertenecientes a este grupo
infestadas por los vectores transmisores (Balczun et al. 2012).

Otro grupo que es considerado importante en la transmisién de enfermedades es el orden
Chiroptera. Los murciélagos son el segundo orden de mamiferos con mayor riqueza y abundancia.
Dentro del bosque tropical lluvioso (Selva alta perennifolia) representan un 40 o 50 % de la mastofauna
(Estrada & Coates-Estrada 2001b). La ecologia de estos mamiferos es de alta relevancia para el
conocimiento de la transmisiéon de enfermedades, ya que debido a sus caracteristicas (alta motilidad,
comportamiento y amplia distribucion) funcionan como un reservorio altamente patdgeno en la
transmision de la tripanosomiasis (Hamilton et al. 2012). La presencia de T. cruzi en murciélagos ha sido
poco evaluada en México (Zarate & Zarate 1985; Ramsey et al. 2012) a pesar de que en otros paises se
tienen registros de la importancia de este grupo como reservorio potencial del protozoario (Thomas et
al. 2007; Lisboa et al. 2008; Herrera 2010).

Estudios previos realizados en reservorios mamiferos (mapaches y [émures) han determinado y
comparado la sensibilidad de los analisis de cultivos sanguineos como estimadores de la presencia de T.
cruzi. Estos analisis presentan una baja sensibilidad (Yabsley et al. 2001; Hall et al. 2007). Es por ello que
se ha sugerido el uso de distintos métodos para conocer la presencia del protozoario dentro de los
reservorios. Se ha propuesto como un primer acercamiento a los métodos inmunoldgicos (pruebas de
Elisa, Western Blot), seguido por una confirmacién mediante métodos moleculares de PCR. De esta
manera se puede evaluar la presencia-ausencia de T. cruzi con mayor certeza (Brown et al. 2010;
Crawford & Kribs-Zaleta 2014; Tendrio et al. 2014).

La interaccidon de T. cruzi con sus diferentes reservorios aun tiene muchas incdgnitas. Dicha
interaccion es considerada de alta complejidad debido a que el protozoario parasita a una alta cantidad
de especies (Noireau et al. 2009). Los cambios de un grupo pueden repercutir en la dinamica de otro
(Pilosof et al. 2013). La abundancia y la dindmica de los reservorios pueden afectar a los patrones de
infeccion y temporalidad de los parasitos (Levi et al. 2016; Donoso et al. 2016; Begon 2008, Ostfeld &
Keesing 2000).

Diversos modelos se han empleado para explicar las interacciones y los patrones de infeccion de
diferentes parasitos en una escala temporal. Los mds usados y que han permitido generalizar patrones
en los procesos de infeccion son el modelo denso-dependiente y el modelo frecuento-dependiente
(Heesterbeek & Roberts 1995). En el primero, el nimero de nuevas infecciones por unidad de tiempo es

proporcional al aumento de individuos (susceptibles e infectados). En el segundo, las nuevas infecciones



son proporcionales a la probabilidad de contacto entre el nimero de individuos infectados y la
proporcién de individuos susceptibles (Mccallum et al. 2001).

Actualmente existen estudios que evallan la dindmica temporal de los vectores y reservorios
(Reyes-Novelo et al. 2011; Ramsey et al. 2012) pero son pocos los acercamientos a la dinamica temporal
de la infeccidn y prevalencia de T. cruzi en los reservorios potenciales. Estudios como el presente, donde
se analiza la dindmica temporal de infeccidn, son muy importantes porque permiten un acercamiento a
la interaccion parasito-reservorio. La identificacién de reservorios, asi como la evaluacion temporal del
parasito permite una aproximacion a la ecologia de la enfermedad de Chagas y de esta manera conocer a
mayor detalle la dindmica de transmisién de T. cruzi y las interacciones que este parasito mantiene con

sus hospederos.



4 ANTECEDENTES

4.1 TRIPANOSOMIASIS AMERICANA Y EL TRYPANOSOMA CRUZI: HISTORIA Y EPIDEMIOLOGIA

La tripanosomiasis americana también es conocida como enfermedad de Chagas, ya que fue descubierta
por el médico brasilefio Carlos Chagas en 1909. Carlos Chagas describid al agente etioldgico, algunos de
los hospederos no humanos y vectores de transmisiéon. Es considerada una zoonosis por que el parasito
puede infectar a humanos y a otros animales y la transmisidon puede ocurrir en ambos sentidos
(Rodrigues-Coura & Albajar-Vifia 2010; Lewinsohn 1981). Gracias a las iniciativas que se han
implementado en paises tropicales, el nimero estimado de personas que podrian estar infectadas ha
disminuido considerablemente en los ultimos 20 afios (de 30 millones a 7 u 8 millones, segun la WHO)
(Kirchhoff 2011; Moncayo & Silveira 2009). Sin embargo es un enfermedad que rerpresenta uno de los
mas grandes problemas en la salud publica al causar incapacidad en individuos infectados y mas de
10,000 muertes al afios (WHO, 2010).

La enfermedad de Chagas ha existido como enfermedad del hombre desde hace miles de afios.
Segun registros antropoldgicos se han encontrado restos de DNA de T. cruzi en momias chilenas que
datan de hace mas de 9, 000 afos (Rodrigues-Coura & Albajar-Vifia 2010). Debido al amplio registro que
se tiene, la enfermedad de Chagas se considera autéctona de Latinoamérica, esto incluye a 22 paises
(Schmunis & Yadon 2010). Entre estos, Brasil y México presentan prevalencias bajas (1%) pero debido a
gue son dos de los paises latinoamericanos con mayor numero de poblacién, representan a un tercio del
total de personas infectadas a nivel mundial (Kirchhoff 2011). Histéricamente, esta enfermedad ha sido
principalmente un problema de comunidades rurales tropicales pero el incremento en la migracion de
poblaciones humanas ha ocasionado un aumento en paises no endémicos (Figura 1) (Araujo-jorge et al.
2010). Se estima que el nimero de casos en paises endémicos ha disminuido, sin embargo, el nimero de
casos en paises no autoctonos podria estar aumentando debido a una falta de monitoreo (Schmunis
2007; Schmunis & Yadon 2010; Moncayo & Silveira 2009; Rodrigues-Coura & Albajar-Vina 2010), por lo
gue, el nimero de casos totales podria ser cifra subestimada.

De igual forma, la enfermedad de Chagas representa una de las causas principales de lesiones
cardiacas en adultos econédmicamente activos. Por lo que el impacto en este sentido es significativo. El
dafno ocasionado por el parasito es irreversible, y muy a menudo, las personas afectadas no pueden

realizar sus jornadas diarias de manera tipica, de esta forma mucha gente en edad aun productiva (19-65



anos) muere prematuramente (Carabarin-Lima et al. 2013; Moncayo & Silveira 2009; Segura & Escobar-

Mesa 2005).
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Global distribution of cases of Chagas disease, based on official estimates, 2006-2010
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Figura 1 Numero de casos estimados a nivel mundial de tripanosomiasis americana. Los circulos representan el nimero de casos estimados
de infeccidn por T. cruzi, los tamaiios mas grandes indican mayo numero de infecciones. En las areas sin color no existen datos disponibles y

para las dreas coloreadas de gris no aplican la infeccién (mapa tomado de http://www.who.int/chagas/)

México cuenta con las caracteristicas ecoldgicas, climaticas y socioculturales que facilitan la
transmision activa del microorganismo causante de la enfermedad de Chagas (Carabarin-Lima et al.
2013). Anteriormente, se tenia la percepcion errénea de que la enfermedad de Chagas era rara y
practicamente inexistente (Salazar Schettino et al. 1988), pero en los ultimos 30 afios, gracias a
diferentes grupos de investigacion, la informacidn con relacion a T. cruzi ha aumentado
considerablemente (Cruz-Reyes et al. 2006). Guzman-Bracho (2001) (con datos del censo poblacional del
ano 2000) realizé un estimado de personas que podrian estar infectadas, a aproximacién mostré que de
los 97.4 millones de habitantes, 1.6 millones podrian estar infectadas con T. cruzi. La transmision del
parasito puede verse facilitada gracias a la gran cantidad de vectores y posibles reservorios, ademas de

una alta tasa de migracion dentro del pais (Guzman-Bracho 2001).



4.2 BioLOGIiA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Trypanosoma cruzi es un protozoario que pertenece al phylum Sarcomastigophora, al subphylum
Mastigophora, al orden Kinetoplastida y a la familia Trypanosmoatidae. Este orden incluye a organismos
flagelados que dentro de la mitocondria tienen un cinetoplasto (DNA extranuclear). El nombre completo
de esta especie es Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi. El subgénero Schizotrypanum se asigna a
aquellos tripanosomatidos que se multiplican en vertebrados mediante estadios intracelulares (T.
dionisii, T. vespertiolinis, T. myoti entre otros) (WHO Expert Committee 1991; Kirchhoff 2014; Rassi et al.
2012; De Souza 2002; Souza 2008). Otro subgénero dentro del genero Trypanosoma es Trypanozoon

al cual pertenece T. brucei que a diferencia de T. cruzi, vive y se replica en el torrente sanguineo (Gibson
2003).

Como ya se menciond, T. cruzi es parte de un grupo de protozoarios llamados kinetoplastidos.
Todos ellos contienen un complejo extranuclear de ADN circular. Cada complejo consiste en maxicirculos
de 36 kb y en minicirculos de 1.42 kb (Sturm et al. 1989). Los maxicirculos son analogos al ADN
mitocondrial en eucariontes y se encuentran en un nimero bajo de copias (Junqueira et al. 2005). Los
minicirculos son pequefias moléculas pero que se encuentran en un gran nimero de copias (aprox. 20
mil copias) (Junqueira et al. 2005; Martinez et al. 2013). El complejo denominado minicirculo se
encuentra organizado en cuatro regiones conservadas de 120 pb, las cuales estdn separadas por cuatro
regiones variables de aproximadamente 250 pb (Avila & Simpson 1995). Los minicirculos y maxicirculos
se encargan de codificar ARN ribosomal y ciertas proteinas que toman parte en la generacion de ATP
(Martinez et al. 2013).

Trypanosoma cruzi es uno de los trypanosomatidos que presenta uno de los ciclos de vida mas
complejos. Su ciclo se alterna entre un hospedero invertebrado y un hospedero vertebrado. Estos
organismos son capaces de cambiar su forma general durante todo su ciclo de vida (Romano et al. 2012;
Andrews & Burleigh 1995) (Figura 2). En los hospederos vertebrados se comporta como un parasito
intracelular obligatorio, donde se presentan diferentes mecanismos para realizar la invasion celular
(Romano et al. 2012).

El ciclo de vida que se describe normalmente y el mas comlUn empieza con la picadura de la
chinche cuando se alimenta de la sangre de un vertebrado infectado (K. M. Tyler & Engman 2001; De
Souza et al. 2010; De Souza 2002). En el torrente sanguineo va el estadio infectivo de T. cruzi conocido
como tripomastigote sanguineo. Dentro del insecto la mayoria de los tripomastigotes son lisados y los
sobrevivientes se transforman en esferomastigotes o epimastigotes (los cuales no son un estadio

infectivo) (Romano et al. 2012). Los epimostigotes migran al intestino medio del insecto, donde una



intensa serie de divisiones celulares ocurre y finalmente se adhieren a la membrana perimicroviliar (K.
M. Tyler & Engman 2001). Esta adhesidon desencadena la transformacién de la forma de epimastigote a
tripomastigote metaciclico. Esta ultima, es la forma infectiva que va en las heces y orina de la chinche
(De Souza et al. 2010; De Souza 2002). Cuando los tripomastigotes invaden las células del hospedero
comienza el ciclo intracelular y temporalmente son contenidos en una vacuola. Cuando la vacuola se
rompe y el tripomastigote metaciclico llega a citoplasma se diferencian en amastigotes. Este morfo es el
estadio replicativo intracelular, se replica mediante fisién binaria dentro de un pseudoquiste (Andrews &
Burleigh 1995; K M Tyler & Engman 2001; Romano et al. 2012). Posteriormente, esos amastigotes se
diferencian en tripomastigotes sanguineos los cuales sen encuentran en torrente sanguineo.

Cuando el vector consume la sangre donde viene la mezcla de tripomastigotes sanguineos y
amastigotes se completa el ciclo de vida del parasito (K. M. Tyler & Engman 2001). Si la transmisién se da
por una via diferente a la del vector, la infeccion se da normalmente por la inoculacién directa de los
amastigotes o del tripomastigote metaciclico.

A pesar de que la transmision mas comun es mediante el vector, se conocen otras formas de
transmisidon que también permiten mantener el ciclo de vida de T. cruzi (WHO Expert Committee 1991).
La transmision por transfusiones sanguineas (transfusiones donde no se hicieron previos analisis para la
infeccion de T. cruzi y el donador porta el parasito) se considera la segunda forma mas frecuente de
transmision. Su riesgo radica en la extension que puede alcanzar gracias a la migracion humana (interna
o externa) si no existe el monitoreo adecuado de donadores de sangre. La transmisidon congénita es la
tercera causa mas comun de infeccidén y su incidencia en Latinoamérica es de mas de 15,000 casos al
ano. La transmision por via oral (al comer alimentos infectados por las heces del vector, o en vida
silvestre cuando los mamiferos se alimentan del insecto) es una forma que ha empezado a recibir
especial atencidn debido a que la infeccidn se comporta de manera mas agresiva en comparacién con las

otras formas de transmision (Rueda et al. 2014; Schmunis & Yadon 2010).
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Figura 2 Ciclo de vida tipico de Trypanosoma cruzi. El ciclo comienza cuando el triatomino se
alimenta de sangre que contiene tripomastigotes sanguineos, dentro del insecto pasan al estadio de
esferomastigotes y posteriormente a epimastigotes (conforme avanzan en el tracto intestinal del
vector); son liberados en las heces y orina del triatomino como tripomastigotes metaciclicos
(estadio infectivo). Cuando estos ultimos entran en contacto con las células del hospedero comienza
el ciclo de replicacion intracelular (estadio amastigote) donde el parasito finalmente se diferencia en

tripomastigote sanguineo lo que completa el ciclo de vida.
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4.3 VECTORES

El término vector se usa para definir a aquellos animales que funcionan como vehiculos de transmisién
de un hospedero a otro (Taliaferro 2009). Los vectores de T. cruzi son las chinches hematdfagas de la
familia Reduviidae. Dentro de esta familia todas las especies pertenecientes a la subfamilia Triatominae
son consideradas vectores potenciales del agente etioldgico de la enfermedad de Chagas (Guzman-
Bracho 2001; Ibarra-Cerdefia et al. 2009). El ciclo de vida de estos insectos requiere de 5 estadios
ninfales antes de que alcancen la madurez sexual (Noireau et al. 2009), para Norteamérica se ha
reportado una alta densidad de especies de triatominos. Dentro del género Triatoma existen tres
complejos que contienen especies consideradas como vector de importancia médica: protracta,
phyllosoma y dimidiata. Del complejo Protracta Unicamente la especie Triatoma barberi ha sido
identificada como vector de importancia médica; el complejo Phyllosoma incluye a Triatoma
pallidipennis como vector de importancia médica de transmisién en México; y el complejo Dimidiata
incluye a T. dimidiata y sus genotipos (lbarra-Cerdefia et al. 2009), esta ultima presenta una amplia
distribucion en el sureste mexicano (Cruz-Reyes et al. 2006; Salazar Schettino et al. 2005).

A pesar de los habitos generalistas que presentan los triatominos, algunas especies se
encuentran altamente adaptadas a los habitos de un solo hospedero y sobreviven en el microambiente
ocupado por éste. Mientras que otras especies logran adaptarse con mayor facilidad a habitats de
distintos hospederos (Noireau et al. 2009). Cambios ambientales desfavorables en el habitat de los
hospederos silvestres puede provocar cambios en los habitos de los triatominos, lo que resulta en la
migracion de estos artrépodos de ambientes silvestres a domésticos, y con ello la continuacién del ciclo

de vida del parasito (WHO Expert Committee 1991).

4.3.1 RESERVORIOS

Se conoce como reservorio a cualquier animal que alberga un pardsito que puede ser transmitido a otro
animal (Swift 2009). Esa especie o conjunto de especies son capaces de mantener el ciclo de vida del
parasito en un determinado tiempo y lugar (Noireau et al. 2009). Aproximadamente 180 especies de
mamiferos se han encontrado infectados de manera natural con T. cruzi, las cuales son de diversos
ordenes: Didelphimorphida, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora, Primates y
Perisodactyla. Los reservorios que se han localizado incluyen especies silvestres, domésticas y

sinantroépicas (Herrera 2010).
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De acuerdo con Cruz-Reyes y Pickering-Lépez (2006) los reservorios mas importantes son los
didélfidos y los canidos pero existe un sesgo de muestreo en los estudios, ya que previamente se creia
qgue los reservorios por excelencia de T. cruzi eran los didélfidos sin embargo, recientemente han
surgido otras hipdtesis que apoyan la idea de que los murciélagos fueron un orden imprescindible para
gue la enfermedad se volviera enzodtica (Hamilton et al. 2012).

En el clado T. cruzi sensu lato existe la subespecie T. cruzi cruzi (el agente etioldgico de la
enfermedad de Chagas) y la subespecie T. cruzi marejinkellei. Esta ultima sdlo se ha encontrado en
murciélagos sudamericanos. Lo que nos puede hablar de una estrecha relacién filogenética entre los
murciélagos y el pardsito (Lisboa et al. 2008). La funcion de los murciélagos como reservorios de T. cruzi
ha sido poco explorada en territorio mexicano (Cruz-Reyes et al. 2006).

Existen érdenes de mamiferos que no presentan prevalencias elevadas (=30%) en comparacién
con los marsupiales americanos pero esto no merma su papel como reservorios potenciales del parasito
(Nouvellet et al. 2013; Jansen & Roque 2010). Este es el caso para los roedores como reservorios
potenciales de la tripanosomiasis americana, los cuales al habitar tanto en ambientes silvestres como en
sinantrépicos pueden ampliar la distribucidon del parasito y su mantenimiento en dos tipos de habitat
(Noireau et al. 2009).

En los ambientes silvestres no sélo ocurre la transmisidon vectorial esto ocurre por que los
reservorios son de diversos érdenes y presentan un amplio intervalo de habitos. Por ejemplo, diferentes
mamiferos que se han identificado como reservorios potenciales son insectivoros y si estos se
alimentaran de un triatomino infectado facilitaria la transmisidn del parasito y la continuacion de su ciclo
de vida. Asimismo, en mamiferos carnivoros se ha observado que pueden infectarse al consumir otro
mamifero parasitado por T. cruzi (Kirchhoff 2011). Ademas de la transmisidon oral, la transmisiéon
congénita también juega un papel importante dentro de la transmisidén de reservorios silvestres. Afiez y
colaboladores evaluaron fetos de murciélagos de la especie M. molossus y el 100% de los especimenes
mostro infeccién por T. cruzi, mostrando que la transmisién congenita parecia se un fendmeno comun

en ambientes silvestres (Afiez et al. 2009).
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4.4 RELACIONES ECOLOGICAS HOSPEDERO — PARASITO

La dindmica poblacional de todos los organismos se encuentra influenciada por las interacciones que se
mantiene entre las especies y el ambiente (Begon 2008). En el caso del parasitismo se trata de una
relacion en donde una especie (el parasito) vive dentro o sobre la otra especie (hospedero). Esta relacion
ecoldgica se clasifica como asimétrica, ya que una de las dos especies se beneficia (el parasito) a costa de
la otra especie (Swift 2009). Esta relacién es estrecha y bidireccional, el parasito puede afectar a la
dindmica del hospedero o de los reservorios. Ademas, los cambios en la dindmica poblacional o de
comunidades de los hospederos puede afectar la dindmica de infeccidén del parasito (Pilosof et al. 2013).

Los reservorios son sistemas complejos, capaces de sufrir y ejercer presidon selectiva en los
pardsitos que alojan. Y al mismo tiempo estos sistemas mantienen interacciones con otros hospederos y
reservorios (Noireau et al. 2009; Roche et al. 2013). Definir a un sistema como los reservorios
actualmente implica diferentes aproximaciones, tanto ecolégicas como epidemiolégicas (Ashford 2003;
Haydon et al. 2002).

En especial el grupo de enfermedades conocidas como zoonosis (enfermedades que se
mantienen en comunidades animales pero ocasionalmente transmitidas a humanos, (Ostfeld & Keesing
2000)) resultan en redes intrinsecas complejas, porque normalmente la red de interacciones no se
compone de una sola especie de reservorio (Pilosof et al. 2013; Davis et al. 2005). Se conocen alrededor
de 1,415 patdgenos humanos. De ellos, el 61 % se encuentran dentro de la clasificacion de zoonosis
(Cleaveland et al. 2001). A menudo, una sola especie de parasito puede infectar muchas especies de
hospederos y afectar de diferentes maneras a estos (Holt et al. 2003).

Los cambios que puedan ocurrir en la interacciones tréficas no son Unicamente mecanismos
intrinsecos, también se puede ver afectada la manera de cdmo estas interacciones se llevan a cabo y
afectar a otras cadenas o ciclos (Hudson et al. 1998). Esta complejidad se puede observar incluso en los
niveles mas basales de las interacciones, por ejemplo, la persistencia de algun parasito algunas veces
requiere de un nivel minimo (un umbral) de diversidad o abundancia del hospedero para poder
transmitirse de manera continua. De otra manera, la infecciéon podria no ocurrir (Johnson et al. 2015).
Algunas de las propiedades de las poblaciones y comunidades de hospederos que afectan a la dindmica
de la infeccion de los parasitos son: la riqueza de especies, la densidad de las especies hospederas y los
cambios temporales y espaciales que estas presentan (Begon et al. 1999; Roche et al. 2013).

Respecto a la riqueza de especies Ostfeld y Keesing (2009) observaron que la uniformidad en
comunidades de vertebrados terrestres podia reducir el riesgo de exposicion a Lyme. De acuerdo a un

analisis realizado en los estados de la costa este de Estados Unidos, encontraron correlaciones negativas
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estadisticamente significativas entre la riqueza de mamiferos pequenos (Rodentia, Insectivora y
Lagomorfa) y la incidencia de casos para Lyme (Ostfeld & Keesing 2000). A esto se le llama efecto
dilucién (Johnson et al. 2015). Por otro lado, existe otro fendmeno llamado efecto amplificacion
(Keesing et al. 2006). Power y Mitchell (2004) encontraron algunas poblaciones de pastos con el virus
“Barley yellow dwarf” y los sistemas mas diversos eran aquellos con altas tasas de infeccion (Power &
Mitchell 2004). Asimismo, los cambios en las densidades de los hospederos, especialmente animales
silvestres, puede afectar directamente a los cambios que ocurren en las prevalencias de los agentes
etioldgicos. Un ejemplo de ello, es el brote de hantavirus en el suroeste de Estados Unidos en mayo de
1993. El cual parece estar directamente relacionado con un aumento anormal en las densidades del
ratédn Peromyscus maniculatus (Schrag & Wiener 1995). Estos cambios en la densidad poblacional se
presumen asociados a dos temporadas de primavera especialmente himedas. Lo cual indica, que
ademas de estudiar los cambios en las densidades poblacionales, también se debe tomar en cuenta los
cambios espaciales y temporales (Ostfeld & Keesing 2000; Schrag & Wiener 1995; Skerratt et al. 1998;
Mills & Childs 1998; Suzan et al. 2009).

Los cambios temporales pueden afectar directamente a las fluctuaciones poblacionales de los
hospederos, de los parasitos y de los vectores, y estos a su vez alteran la tasa en la que se incrementa el
numero de hospederos infectados. Estos cambios pueden ocasionar brotes epidemioldgicos (Altizer et al.
2006).

Este tipo de relaciones pueden parecer un poco mas difusas en las enfermedades infecciosas
transmitidas por vector. Pero aun asi se ha observado que la presencia de los hospederos vertebrados
influye fuertemente en la permanencia del parasito en el ambiente. Un ejemplo de ello son las
interacciones que sostiene Borrelia burgorferi (enfermedad de Lyme) con la garrapata Ixodes scapularis y
sus hospederos roedores. Donde aunque algunos no sean parte del ciclo vital del patégeno, son criticos
para la supervivencia de la garrapata (Steere et al. 2004).

La dindmica de los patdgenos en poblaciones silvestres se ha convertido en un tema de
relevancia médica y ecoldgica. Como se ha mencionado, los patdégenos son entes altamente
influenciados por el medio que los rodea. Donde pequefios cambios afectan su prevalencia en los
hospederos y su capacidad de transmisién, una forma de evaluar esa dinamica es a través de la

modelacion de las interacciones que puedan estar ocurriendo.
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4.5 MoDELOS SIR: DINAMICA DE INFECCION

La transmisién de enfermedades entre el ser humano y la fauna (silvestre o doméstica) es un tema de
suma importancia para la salud publica, para la economia e incluso para la conservacidon de especies
(Cleaveland et al. 2001). Dentro de las zoonosis emergentes existen multiples factores asociados a la
transmision de la enfermedad. Dentro de estos las interacciones entre los organismos y sus dinamicas
temporales y espaciales no quedan ausentes (Altizer et al. 2006). El uso de los modelos en el
conocimiento de la dindmica de enfermedades ha crecido ampliamente. Los modelos son herramientas
conceptuales que permiten explicar como se comporta un objeto o un sistema de objetos (un fendmeno)
(Ma & Xia 2009; Keeling & Rohani 2007). Los modelos se presentan generalmente en forma de un
conjunto de ecuaciones o comandos de programacion computacional. Cada set de ecuaciones o
comandos requiere de las modificaciones adecuadas segun el sistema bioldgico que se quiera
representar (Nouvellet et al. 2015). El uso de estos en la epidemiologia permite conocer la dindmica de
diversas enfermedades y generar conocimientos para el desarrollo de politicas publicas. Los modelos
pueden resultar atiles en la prevencién y control de las enfermedades (Heesterbeek & Roberts 1995; Ma
& Xia 2009; Keeling & Rohani 2007).

Los enfoques de los modelos matematicos generalmente son: identificar las condiciones
naturales que permitan reproducir las tendencias observadas en el campo, prediccion de las variaciones
o cambios en el sistema que se estudie y observar el efecto que tiene una variable (como la actividad
humana) en el sistema bioldgico (Nouvellet et al. 2015). Es decir pueden en esencia tener tres usos
diferentes: descripcion y entendimiento de un fendmeno, la prediccién de una o mds variables dentro de
un fendmeno y/o la toma de decisiones de acuerdo a lo que prediga el modelo. Dentro de la
epidemiologia se han desarrollado diversos modelos tedricos que ayudan a entender la transmision y el
comportamiento de diversas enfermedades. Asi como también permiten traducir el comportamiento de
las enfermedades (de los patdgenos) a distintas escalas, o incluso, hacer inferencias partiendo de ciertas
condiciones. Dentro de los modelos matematicos se encuentran los modelos SIR (susceptible, infectado y
recuperado). Los modelos SIR son considerados modelos de compartimentos, debido a que categorizan a
los individuos de acuerdo a su estatus de infeccidon. Es decir, cada categoria de individuos es un
compartimento (Ma & Xia 2009).

Una de las categorizaciones mas tipicas dentro de estos modelos es la siguiente clasificacion
basica de individuos: individuos susceptibles, los cuales no presentan ningln patdgeno y son sensibles a

la infeccion; expuesto, en etapas tempranas el hospedero no muestra sintomas claros de infeccion;
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infectado, el individuo esta infectado con el pardsito; recuperado, el individuo se encuentra sano de
nuevo o es removido de la poblacién (deceso) (Keeling & Rohani 2007).

El modelo mds clasico se llama SIR (susceptible, infectado, recuperado), el cual indica una fase
donde los hospederos ya no portan la enfermedad o al patégeno, pero realmente la clasificacidon de los
hospederos depende de las cardcteristicas inherentes de la enfermededad y la forma en que se
desarrolla (Diseases et al. 2002; Heesterbeek & Roberts 1995; Ma & Xia 2009). Si la enfermedad conlleva
un ciclo diferente, esa clasificacion se modifica, por ejemplo si en la enfermedad existiera una fase donde
el hospedero no muestra sintomas pero sigue estando infectado, se le puede denominar latente (L). En
el caso de enfermedades como la tripanosomiasis americana no existe fase de recuperacion (los
hospederos portan el parasito por toda su vida), por lo que el proceso de infeccién en vida silvestre
podria modelarse en un sistema Sl (susceptible e infectado) (Keeling & Rohani 2007).

A su vez, cada categoria de individuos (susceptibles, infectados o recuperados) contiene los
componentes que provocan un cambio dentro de su poblacidon o grupo. Los susceptibles experimentan
aumentos gracias al nimero de nacimientos pero bajas debidas a las muertes y una disminucion también
ocasionada por la transmisién de la enfermedad (Fenton et al. 2015; Altizer et al. 2006; Keeling & Rohani
2007). Los infectados sufren bajas en su niumero ocasionadas por las muertes pero un aumento en el
numero de individuos ocasionado por las nuevas infecciones. Si existe un numero de organismos
recuperados la tasa de recuperacién disminuye el nimero de infectados pero aumenta el de
recuperados. El nUmero de muertes también provoca bajas en el porcentaje de individuos recuperados
(Heesterbeek & Roberts 1995; Keeling & Rohani 2007; Ma & Xia 2009).

El primer modelo (denso-dependiente) se define como:
d;
d_t = BSI

d; S . . .
en donde d—‘ es el aumento de individuos infectados con respecto al tiempo, 8 es la tasa de transmisidn
t

(es una constante), S es el numero de individuos susceptibles (individuos sanos) e I es el numero de

individuos infectados. El segundo modelo (frecuento-dependiente) se define como:
d; gs I
d "°N
d; S . . .
en donde d—‘ es el aumento de individuos infectados con respecto al tiempo, 8 es la tasa de transmisidn
t

(es una constante), S es el nimero de individuos susceptibles (individuos sanos), I es el nimero de
individuos infectados y N es el total de individuos en la poblacion.

La forma en que se modela la transmisiéon dependera del sistema biolégico:
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¢ Sl|. Para los patégenos que se transmiten directamente. Como influenza o VIH.

* SV. Para los patdgenos transmitidos mediante un vector. Como es el caso de la malaria o la
tripanosomiasis americana.

* SF. Para los patégenos transmitidos por un factor ambiental. Como es el caso del cdlera o
amibiasis.

Para la enfermedad de Chagas los modelos han sido estudiados principalmente en vectores y
humanos (Velasco-Hernandez 1991). En especial, se han enfocado en entender la dindmica poblacional
del vector y la epidemiologia de la infeccién(Nouvellet et al. 2015). Pero este parasito logra mantenerse
en los tres ciclos epidemioldgicos (silvestre, doméstico y sinantrdpico) y esto puede ser gracias a la
presencia de los reservorios. Es por ello que se ha prestado mayor atencion a los modelos silvestres. En
ellos se han usado los modelos deterministicos con la forma Sl (sélo individuos infectados y susceptibles)
(Crawford & Kribs-Zaleta 2014). Cada modelo va a presentar las condiciones especificas del hospedero y
del parasito, asi como también se consideran las diferentes formas de transmisién de éste. Gracias a
este tipo de andlisis Kribs-Zaleta (2010) comprobd que en reservorios silvestres la transmisién vertical de
Tr. cruzi por si sola no es capaz de mantener el ciclo del parasito. Es por ello que este tipo de modelos
pueden ser utiles para la descripcién del parasito en ambientes determinados, y al mismo tiempo nos
permite proyectar la funcién de diferentes escenarios (Kribs-Zaleta 2010).

Explorar la dindmica de los patdgenos requiere conocer el sistema de la enfermedad, como se ha
observado este sistema es multifactorial. Este sistema funciona como un sistema abierto, donde se
requiere de la intervencion de factores de los diversos ambientes (doméstico, peridoméstico y silvestre).
Desafortunadamente nuestro conocimiento de las enfermedades zoondticas en los ambientes silvestres
es escaso, especialmente en enfermedades que implican parasitos con ciclos de vida complejos y a
vectores generalistas, como es el caso de la enfermedad de Chagas. Al conocer mas informacién sobre el
sistema de infeccién en vida silvestre se podra conocer mas sobre la enfermedad y la posbilidad de

control y su potencial zoonético.
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5 OBJETIVOS E HIPOTESIS ECOLOGICA

5.1 OBIJETIVO GENERAL

* Evaluar la relacién entre la dindmica temporal de los reservorios potenciales y la dindmica
temporal de Trypanosoma cruzi. Asi como determinar si la dindmica de la interaccion reservorio

potencial — Trypanosoma cruzi se ajusta a un modelo Sl de dindmica de infeccion.

5.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar a los reservorios potenciales infectados con Trypanosoma cruzi.

2. Determinar la variacién temporal de las especies de reservorios potenciales (Chiroptera y
Rodentia).

3. Determinar la dinamica temporal de Trypanosoma cruzi mediante la frecuencia de individuos
infectados.

4. Evaluar la relacion entre la dinamica temporal de los reservorios potenciales y la dinamica de
Trypanosoma cruzi.

5. Evaluar si existe un patréon de denso-dependencia o frecuento-dependencia entre los reservorios

potenciales y la incidencia de Trypanosoma cruzi.

5.3 HIPOTESIS ECOLOGICA

La variacidon temporal de los reservorios o vectores puede provocar cambios en la dindmica de infeccién
gue los patdgenos ejercen en otros organismos, como en la prevalencia de los parasitos. Por lo anterior
es posible que los cambios en la dinamica temporal de los reservorios potenciales de Trypanosoma cruzi

puedan influir en los valores de la prevalencia de este parasito en ciclos silvestres.
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6 METODOS

6.1 SITIO DE ESTUDIO

Las colectas de los reservorios potenciales se realizaron en la Estacién de Biologia Tropical de los Tuxtlas
(EBLT) en Veracruz. Esta estacion se localiza en la parte sureste de la regiéon de Los Tuxtlas, entre los 95°
00’ y 95° 13’ longitud oeste y los 18°25’ y los 18°45’ latitud norte (Figura 3) (Flores et al. 2014). En la zona
predomina la selva alta perennifolia pero los alrededores estan convertidos en potreros o acahuales,
excepto por el flanco oeste que esta cubierto de selva. En la zona se encuentra variantes del grupo de
climas calidos humedos con una temperatura anual promedio de 25 °C (Dirzo, et al., 1997; Soto y Gama,
1997). Respecto a la presencia de la enfermedad de Chagas en el estado de Veracruz, la regién presenta
caracteristicas favorables (factores de riesgo) para la colonizacién del vector, tanto en ambientes
domésticos como silvestres. Incluso en algunas jurisdicciones, una de ellas Los Tuxtlas, se ha observado
gue la infeccién estd ocurriendo de forma activa y que presenta altos porcentajes de seroprevalencia

(Segura & Escobar-Mesa 2005; Salazar et al. 2007).

Veracruz

Figura 3 Localizaciéon de la Estacion de Biologia Tropical de los Tuxtlas en el estado de Veracruz. Figura modificada de (Flores

et al. 2014)
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6.2 COLECTA DE ORGANISMOS

Durante el periodo de octubre del 2011 a junio del 2015 se colectaron diversos ejemplares de posibles
reservorios mamiferos. Los muestreos no fueron equidistantes durante todo ese periodo, sin embargo,
se obtuvieron muestreos representativos (secas y lluvias) de la variacién temporal de los reservorios
durante los cinco afios de muestreo. Asi como también se analizé si existian patrones en la dinamica

temporal de T. cruzi, a través de su prevalencia en reservorios y posteriormente en vectores.

6.2.1 ROEDORES

Para colectar a los reservorios pertenecientes al orden Rodentia se realizd un muestreo sistematico. En
un cuadrante de 1 ha se colocaban 100 trampas tipo Sherman, dichas trampas eran colocadas a lo largo
de 10 lineas (10 trampas por cada linea), con una separacién de 10 metros entre cada trampa. Para
atraer a los organismos, se colocaba un cebo de avena y vainilla y las jaulas se revisaban al dia siguiente a
las 7:00 hrs, de ser necesario se recebaba entre las 18:00 y 19:00 hrs (se consideraron estos tiempos por
gue es el periodo de mayor actividad de los roedores). La colocacion y revision de trampas Sherman se

llevaba a cabo durante tres dias consecutivos.

6.2.2 MURCIELAGOS

Para capturar a los posibles reservorios de T. cruzi pertenecientes al orden Chiroptera, se colocaban dos
redes de niebla de 6 x 3 my 12 x 3 m, respectivamente. Dichas redes eran colocadas entre la vegetacion,
a lo largo del camino y en el curso del arroyo, debido a que fueron considerados como puntos
estratégicos, es decir, sitios donde los murciélagos tienden a agregarse y pueden presentar una actividad
elevada (como en las fuentes de agua, de alimento o en corredores de vuelo). Las redes eran abiertas a
las 19 hrs y eran revisadas cada media hora. Este tipo de muestreo se llevé a cabo durante 4 horas, por

tres noches consecutivas.

6.2.3 OBTENCION DE TEJIDOS

Los ejemplares obtenidos en cada colecta eran pesados y examinados para ectoparasitos. Se tomaron
parametros demograficos tales como: sexo, edad (joven o adulto) y estado reproductivo.
Posteriormente, eran sacrificados y disecados para extraer una muestra de tejido de diferentes érganos.

Debido a que se ha observado que el parasito T. cruzi se aloja preferentemente en el tejido miocardico
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(Yabsley et al. 2001; Legey et al. 2003; Mubiru et al. 2014), la presencia del protozoario se evalud en
sangre mediante andlisis de anticuerpos contra el parasito (serologia descrita mas adelante) y la
presencia de DNA del parasito se evalud en con analisis moleculares (descritos mas adelante) del tejido
del corazén. Estas muestras (sangre y tejido miocardico) se obtuvieron de todas las especies de los
reservorios potenciales. Para obtener la mauerstra de sangre, mediante papel filtro se absorbié la sangre
periférica del corazén de cada organismo disecado, de las muestras que ya se tenian en congelacidn se
obtuvo la sangre directamente de las muestras. La eutanizacién de los especimenes se realizé de
acuerdo con las directrices de la Sociedad Americana de Mastozoologia para el Uso de Mamiferos

Salvajes en la Investigacién (Sikes & Gannon 2011).

6.3 IDENTIFICACION DE LA PRESENCIA DE T. CRUZI MEDIANTE LA EVALUACION DE SANGRE POR SEROLOGIA Y

DE TEJIDOS POR METODOS MOLECULARES (PCR)
6.3.1 MURCIELAGOS CONTROL

Como parte del método, se buscd tener un control considerado como verdadero positivo para las
muestras inmunoldgicas y moleculares. Por eso mismo, se capturaron dos ejemplares (un macho y una
hembra) de murciélagos Artibeus jamaicensis en la Estacion de Biologia Tropical de Los Tuxtlas, Veracruz.
El periodo de aclimatacion duré 7 dias. Durante todo el proceso fueron alimentados ad libitum con una
mezcla de frutas variadas (Figura 4).

Se obtuvo un poco de sangre para una primera evaluacidon por microscopia, para buscar el morfo
infectivo, y por ensayo de ELISA, para descartar que los organismos presentaran anticuerpos contra T.
cruzi. Ninguno de los dos organismos presentd el morfo infectivo ni infeccion por el protozoario. Se
procedié a inocularlos con la cepa menos agresiva de T. cruzi (cepa Ninoa) (indculo: 300, 000
pardsitos/200 ul de PBS con sangre de ratdn infectado). Los ejemplares se mantuvieron en observacion
durante 21 dias post-inoculacién. Posteriormente, se obtuvo sangre mediante puncidn cardiaca (sin
sacrificar a los organismos) para evaluar la presencia de anticuerpos contra T. cruzi. Debido a que los
organismos no resultaron positivos en las pruebas de ELISA, se prosiguié a mantenerlos en observacion y
evaluacion por 15 dias mas. En el dia 31 post-inoculacion, la hembra se mostraba débil y presentd una
hemorragia. En la diseccion post-mortum se observé que la hembra se encontraba grdvida. Se tomaron
muestras del liquido amnidtico y sangre. El macho fue sacrificado 33 dias post-infeccién. Se realizaron los

ensayos de ELISA y Western Blot para ambas muestras. Los ensayos de ELISA para la hembra no
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mostraban un claro positivo pero si para el macho, ambos especimenes resultaron positivos en el ensayo

de Western Blot.

Figura 4 Murciélagos silvestres (un macho y una hembra) que se mantuvieron en cautiverio para

obtener los controles positivos para los ensayos de ELISA y Western Blot. Los murciélagos pertenecian

a la especie Artibeus jamaicensis.
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6.3.2 ENSAYOS DE ELISA

Primero, para detectar si los organismos presentaban antigenos para T. cruzi se realizaron ensayos por
inmuno absorcién ligado a enzimas (ELISA) de acuerdo al método de Sanchez et. al., 2001 con algunas
modificaciones. Para la deteccién de anticuerpos contra T. cruzi en ratones se usé como control positivo
suero de la cepa de ratones BALB/C infectados con cepa Ninoa T. cruzi, 28 dias post-infeccién. Como
anticuerpo secundario se usé conjugado peroxidasa anti-ratén 1gG (A9044, Sigma-Aldrich®). Como
control positivo de los murciélagos se usé suero del macho silvestre infectado con cepa Ninoa T. cruzi, 33
dias post-infeccion. Como anticuerpo secundario se usé el conjugado peroxidasa anti-murciélago IgG
(H+L)-HRP (30816-A, Alpha Diagnostic International®). Los valores de absorbancia se determinaron con
un lector para ELISA (Bio-Rad Modelo 3550®) a 490 nm. Todas las pruebas se realizaron por duplicado y

en cada placa se colocaban tres controles negativos y uno positivo.

6.3.3 ENSAYOS DE WESTERN BLOT (WB)

Posteriormente, para confirmar la infeccidn por T. cruzi se realizé la prueba de Western Blot (WB detecta
mediante el peso molecular la presencia de las proteinas especificas que reaccionan al protozoario). Se
analizaron sélo los organismos positivos y una proporcién similar de negativos.

Los ensayos de Western Blot se realizaron segun el método descrito en Sanchez et. al. 2001, con
pequeiias modificaciones. Debido a la poca cantidad de eluido, las muestras de suero no fueron diluidas
en leche y se colocaron directamente 200 pl de eluido por cada pozo. Para la evaluacién en ratones,
como anticuerpo secundario se usé el conjugado peroxidasa anti-ratén IgG (A9044, Sigma-Aldrich®),
diluido 1:2000. La incubacién con el anticuerpo secundario se realizd por 3 h. Como control positivo se us
a la cepa de ratones BALB/C infectados con cepa Ninoa T. cruzi, 28 dias post-infeccion. Para la evaluacion
en murciélagos, como anticuerpo secundario se usé el conjugado peroxidasa anti-murciélago IgG (H+L)-
HRP (30816-A, Alpha Diagnostic International®), diluido 1:1000. La incubacién con el anticuerpo
secundario se realizd por 2 h. Como control positivo se usé al macho silvestre infectado con cepa Ninoa

T. cruzi, 33 dias post-infeccion.

6.3.4 EXTRACCION DE ADN Y PCR

Finalmente, aquellas muestras que resultaron positivas se confirmaron mediante el método de reaccién
en cadena de polimerasa (PCR) (Sturm et al. 1989; Schijman et al. 2011). Cabe destacar que sélo se

consideraron como muestras positivas aquellas muestras que hubieran resultado como doble positivo de
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las pruebas seroldgicas (tanto por ELISA como por Western Blot). Dentro de las muestras analizadas se
incluyeron aquellas muestras que resultaron dudosas (negativas para una prueba seroldgica pero
positivas para la otra prueba seroldgica) y también se incluyeron el doble o mismo numero de muestras
negativas. Este analisis permitié comprobar los métodos seroldgicos y, de la misma manera, tener un
marco de comparacion entre las tres pruebas.

Para evaluar la presencia de ADN de Trypanosoma cruzi, sélo se utilizd la mitad de corazén de
cada organismo. A todos los corazones analizados se les hizo un corte frontal y para la extraccion de ADN
se utilizd la parte posterior. La extraccién de ADN se realizdé con dos diferentes kits comerciales: el kit
DNeasy blood and tissue (QIAGEN, Qiagen, México®) y el kit Animal and Fungi preparation Kit (Jena
Bioscience GmbH®).

Para el PCR de identificacion de ADN de T. cruzi se utilizaron los oligos S121 (5'-
AAATAATGTACGGG[T/G]GAGATGCATGA-3’) y S122 (5'-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) (Schijman
et al. 2011). Estos oligos son especificos para amplificar la region altamente variable de minicirculo (300
pb, o en multiplos de 300). Como controles negativos se utilizaron: dos blancos (agua) y ADN de corazén
de ratén no infectado. Como controles positivos se utilizd ADN gendmico de T. cruzi y ADN de corazén de
un roedor previamente inoculado y sacrificado. Los murciélagos infectados y sacrificados en este
proyecto también fueron evaluados mediante el mismo método.

La mezcla de reaccién consistié en 2.5 p de Buffer (10x) para PCR, 2.25 pl de MgCl, (50 mM), 2.4
pl de dNTPs (10 mM c/u), 66 ng de templado de cada oligonucledtido, 0.166 pl de Taq polimerasa (5 u/
ul), 5 ul de ADN (250 ng) de cada una de las muestras (o agua si eran los tubos blanco) y agua estéril para
aforar a un volumen de 25 pl. La mezcla para cada muestra se colocé en tubos para PCR. Posteriormente
los tubos se colocaron en un termociclador MJ Research PTC-100®. La amplificacién de la regién del
minicirculo se realizé mediante 30 ciclos. Cada ciclo consistié en 1 mina 94 °C, 1 mina 64 °Cy 1 min 12
sega 72 °C.

Los productos de PCR fueron evaluados mediante el proceso de electroforesis en geles de
agarosa al 1 %. Como buffer de electroforesis se usé TAE 0.5 x. A cada carril se le agregd 8 pl de producto
de PCR mas 2 pl de buffer de carga. Las muestras se corrieron a 100 v. Posteriormente los geles eran
tefiidos con bromuro de etidio durante 10 min. Los geles eran revelados por medio de un trans-
iluminador, se les tomaba foto y se comparaban las muestras respecto a los controles.

Debido a que el ADN del parasito se encuentra en menor cantidad respecto al ADN del
mamifero, para conocer un poco mas de la sensibilidad del ensayo molecular y saber si la amplificacién

del parasito cambiaba en algunas de las concentraciones. se decidid realizar un PCR con el control
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positivo (ADN de corazdn de ratdn infectado) a diferentes concentraciones de ADN. Las concentraciones
utilizadas para la curva fueron: 250 ng, 125 ng, 75 ng, 30 ng, 15 ng, 7 ng, 3ng.

Para corroborar la validez del ensayo y reafirmar la amplificaciéon de la secuencia de minicirculo
del parasito, todas aquellas muestras que resultaron positivas mediante PCR (mas ese mismo nimero de
muestras negativas) se repitieron en un segundo PCR de confirmacién. Los PCR de confirmacion se

realizaron bajo las mismas condiciones de los PCR iniciales.
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO
6.4.1 EVALUACION DE COLECTAS Y PREVALENCIAS

Las colectas de los organismos y sus prevalencias forman parte de series de tiempo. Se obtuvieron las
prevalencias por orden de mamifero, por especie y por nimero de muestreo (nimero de organismos
positivos de cada muestreo/nimero de organismos capturados en ese muestreo). Para conocer los
intervalos de confianza de cada prevalencia se recurrié al método de Newcombie (Newcombe 1998;
Correa & Sierra 2003).

Se obtuvieron las abundancias relativas (nimero de organismos capturados en cada muestreo/niimero
total de organismos capturados por todo el periodo de colecta) de cada orden de mamifero por cada

muestreo para poder comparar con las prevalencias correspondientes para cada muestreo.

6.4.2 EVALUACION DE LA DINAMICA TEMPORAL

Para evitar que las correlaciones se vieran guiadas o sesgadas por una relacion intrinseca en el aumento
del nimero de individuos se decidié observar la correlaciéon entre las prevalencias de organismos
infectados por mes contra las abundancias relativas del total de organismos capturados. De esta manera
ambas cantidades son una proporcion respectiva de su valor y no del mismo ndmero. Debido la falta de
datos en algunos meses, para la modelacion de temporalidad sélo se tomaron en cuenta los datos de los
primeros 5 muestreos. Debido a que el parasito T. cruzi requiere tanto de un hospedero como de un
vector para mantener su ciclo de vida, se tomaron datos previos obtenidos en el laboratorio de la
chinche Triatoma dimidiata. Los organismos de esta especie se colectaron en una zona cercana a la zona
de muestreo de los reservorios potenciales. En un trabajo previo estos organismos fueron evaluados
para la presencia de T. cruzi mediante el método de PCR (Dias Valdez, tesis en espera de correcciones).
Las fechas de colecta de dichos organismos coinciden con las fechas de colecta de los reservorios
potenciales. Cabe destacar respecto a los reservorios potenciales que sélo se tomaron en cuenta las
prevalencias obtenidas por el ensayo de ELISA. Se realiz6 de esta manera para poder tener una n
adecuada en la modelacidn.

Se consideraron 6 series de tiempo diferentes: abundancia relativa de roedores, abundancia
relativa de quirdpteros, abundancia relativa de triatominos, prevalencia de T. cruzi en roedores,
prevalencia de T. cruzi en quirépteros y prevalencia de T. cruzi en triatominos. Y se analizaron las
interacciones que pudieran tener alguna relacidon temporal. Las interacciones que se exploraron fueron

las siguientes:
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* Abundancia relativa de todos los hospederos Vs Prevalencia de T. cruzi:
o Abundancia relativa de roedores Vs Prevalencia de T. cruzi en roedores.
o Abundancia relativa de quirdpteros Vs Prevalencia de T. cruzi en quirdpteros.
o Abundancia relativa de triatominos Vs Prevalencia de T. cruzi en triatominos.
* Abundancia relativa de vectores Vs Prevalencia de T. cruzi en reservorios potenciales:
o Abundancia relativa de vectores Vs Prevalencia de T. cruzi en roedores.
o Abundancia relativa de vectores Vs Prevalencia de T. cruzi en quirdpteros.
* Abundancia relativa de reservorios potenciales Vs Prevalencia de T. cruzi en triatominos:
o Abundancia relativa de roedores Vs Prevalencia de T. cruzi en triatominos.
o Abundancia relativa de quirdpteros Vs Prevalencia de T. cruzi en triatominos.
* Prevalencia de T. cruzi en triatominos Vs Prevalencia de T. cruzi en reservorios potenciales:
o Prevalencia de T. cruzi en triatominos Vs Prevalencia de T. cruzi en roedores.

o Prevalencia de T. cruzi en triatominos Vs Prevalencia de T. cruzi en quirdpteros.

Para tener un modelo visual de la interaccion entre las series de tiempo, se modelaron las
abundancias relativas y los porcentajes de prevalencia sobre el tiempo mediante un analisis de Cosinor.
Este andlisis captura ciclos temporales en una funcion sinusoidal en un modelo de regresién linear
generalizado (GLM) (Mabud et al. 2014). Esto nos permitid visualizar los patrones de temporalidad que
ocurrieran durante el periodo del muestreo (1 afio). Posteriormente, para tener un valor numérico de
esa correlacién se realizaron analisis de CCF (funcién de correlacién cruzada). Los cuales ayudaron a
entender las asociaciones entre diversas series de tiempo. El andlisis de CCF se utiliz para conocer: 1) Si
la correlacidon entre dos series de tiempo era estadisticamente significativa (ya sea una correlacién
positiva o una correlacién negativa) y 2) cual de los dos factorres es el que antecedia en el tiempo (lags,
es decir, cual de los dos factores esta retasado). Si la correlacion era significativa se debian analizar los
lags (retrasos). Si la correlacién ocurrié en lags negativos se dice que el factor “x” ocurrié antes que el

., n “”.,n

factor “y”. Por el otro lado, si la correlacidon ocurrd en lags positivos, se dice que el factor “x” se encontré
retrasado con respecto a “y” (“y” ocurrié antes que “x”) (Figura 5). Cabe mencionar que si dos puntos de
naturalezas inversas (correlacion negativa y correlacion positiva) tocaban los intervalos de confianza (es
decir ambos mostraban ser estadisitamente significativos) la relacion se consideraba una relacién causal
no resuelta.

Se hicieron tres correlaciones cruzadas (CCF) de las series de tiempo, es decir, se generaron tres

modelos de CCF: Datos crudos, spline 12 y splin 58. El primer modelo consistia en correlacionar los datos
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(prevalencias y abundancias relativas) crudos pero la poca cantidad de puntos en el tiempo (5) podia
afectar a las correlaciones y al mismo tiempo no encontrar ninguna sefial entre las series de tiempo. Por
lo que se recurrid a una herramienta matematica Ilamada spline, se basa en una interpolacion
matematica; la interpolacién es un procedimiento matematico que permite estimar los posibles valores
gue toma una funcidon dentro de un intervalo establecido. Las funciones spline son ecuaciones cubicas
que permiten modelar el comportamiento las curvas dentro de una serie de datos o de tiempo, es decir,
permite unir de forma continua y suave una serie de puntos (Sheid 1991). Con ayuda del método de
spline se obtuvieron los otros dos modelos de correlacion cruzada (CCF), el segundo modelo con 12
interpolaciones y el tercero, con 53 interpolaciones. Para considerar que existiera una relacion real entre
los patrones los tres modelos debian presentar el mismo tipo de correlacién y un patrén similar en los
lags.

Los cuatro modelos (Cosinor, spline en crudo, spline con 12 interpolaciones y spline con 53
interpolaciones) se compararon entre si. Esto permitid evaluar si existia alguna relacion temporal o
alguna sefial de esa relacion entre las diferentes series de tiempo. Los modelos de Cosinor se realizaron

con el paquete “Cosinor” en la plataforma Rstudio. Los modelos CCF se realizaron en

la plataforma de Rstudio con la funcién “CCF”.
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Figura 5 Explicacion y ejemplo de los modelos de correlacion cruzada (CCF) que se utilizaron para modelar diferentes
interacciones de series de tiempo. Se utilizaron tres diferentes modelos de CCF: 1) Con los datos en crudo, 2) Una

interpolacion de 12 datos 3) Una interpolacion de 53 datos.
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6.5 MODELOS DE DINAMICA DE ENFERMEDADES

Para conocer mas sobre la dindmica de la enfermedad de Chagas en poblaciones silvestres se
construyeron modelos de compartimentos. Se partid del modelo basico Sl (Individuos Susceptibles —
Individuos Infectados). Se desarrollé6 un modelo “nulo” S| para tres hospederos. De estos, dos son
reservorios silvestres (murciélagos y ratones) y un vector de procedencia doméstica y peridoméstica
(chinche triatomina). Los datos de triatominos se obtuvieron de bases de datos de campo del laboratorio
de Sistemas de Informacién Geografica, Instituto de Biologia y de analisis realizados por el Instituto de
Investigaciones Biomedicas, ambas instituciones pertenecen a la UNAM. Los modelos de dindmica de
enfermedades se desarrollaron bajo la asesoria del Dr. Benjamin Roche, en el Instituto de Investigacion
para el Desarrollo (IRD, por sus siglas en francés) en Montpellier, Francia. El primer modelo (“nulo”) se
desarrollé con los siguientes supuestos El primer modelo se desarrollé bajos los siguientes supuestos

(Figura 6):

1. Todos los individuos tienen la misma probabilidad de sobrevivir y morir (no hay diferencias entre
géneros y edades).

2. No hay individuos recuperados ni muertos a causa de la enfermedad.

3. La tasas de natalidad y mortalidad se mantienen constantes a través del tiempo (igual nimero
de nacimientos y muertes).

4. Debido a los habitos de vida de los murciélagos y a la baja tasa efectiva de transmision del
parasito mediante la picadura del vector (2x10 en cobayos) (Nouvellet et al. 2015), se asume
qgue los murciélagos no son altamente capaces de infectar a las chinches triatominas pero los
murciélagos pueden infectarse a través del consumo del vector.

5. Se asumen diferentes tasas de infeccion para roedores y murciélagos:

a. En el caso de los roedores suponemos una transmision simétrica frecuento-
dependiente, donde roedores pueden infectar a los vectores y vicerversa, con la misma
tasa de contacto.

b. En el caso de los murciélagos (como ya se menciond) suponemos una transmision
asimétrica denso-dependiente, donde sdlo los murciélagos se pueden infectar al
consumir el vector. Este supuesto resulta un sesgo pero debido a la baja evidencia que
se tiene de la transmisidn de Chagas en murciélagos, asumir una transmisién simétrica
haria mas complejo el modelo, ademas de no tener una clara evidencia de que los

murciélagos estén en un contacto constante con las chinches.
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Figura 6 Representacipon grafica del modelo S| para tres hospederos: un vector y dos reservorios.

La tasa de transmisidn se construyd a partir de la siguiente formula.

. _ IR _ I—V
Roedores: Ag_y = a$, W)t Ay-r = asg (Ny) a1
iropteros: Ag_y = bSy—E— =0 Ay_p = bSy—Y—

Quirépteros: Ag_y = bS, (Np)z V=B = "B (n))az

donde, a es la tasa de transmision entre roedores y vectores; y b es la tasa de transmisidon entre
murciélagos y vectores; S es el nimero individuos susceptibles (vectores V, roedores R y murciélagos B); /
es el numero de individuos infectados en cada categoria de hospedero; N es el nimero total de
individuos de cada categoria de hospedero. Como asumimos que la transmisidon entre roedores y
vectores es frecuento-dependiente, para la constante g; se le asigna el valor de 1. Debido a que
asumimos que la transmision era denso-dependiente entre vectores y murciélagos, la constante g,tiene
el valor de cero. Ademas, como asumimos que la transmisidon entre estos Ultimos era asimétrica, el valor
de Ag_y es cero. Para observar el cambio de individuos susceptibles e infectados a través del tiempo en

cada categoria de hospedero, se genero el siguiente sistema de ecuaciones diferenciales:
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ds dl
Vectores: d_: = u(Ny, t) * Ny — (Ag_y — Ag—y) — uy'Sy d_: = (Ap-v — Ag—v) — wyly

dl
—R = (Av—gr) — urlg

Roedores: ddi: = H(NR, t) * NR - (AV—R) - I.lRSR ac

. ds d
Quirdpteros: d—tB = u(Ng, t) * Ng — (Ay—_p) — 15Ss d_: = (Ay-p) — UBSE

donde, u(N;, t) representa la entrada de individuos en la poblacion de cada tipo de hospedero
(nacimientos); y; representa las salidas de individuos de la poblacién de cada tipo de hospedero
(muertes); S es el numero de individuos susceptibles; / es el niumero de individuos infectados y N
representa al nimero total de individuos de la poblacion (S + /).

Posteriormente, agregamos el supuesto de la temporalidad. Es decir, agregamos el supuesto de

gue el numero de individuos podia fluctuar en el tiempo. La ecuacion de temporalidad fue la siguiente:

¥ = Bo(1 + By (Cos2mt))

donde, By, = W(N;, t)representa la tasa de natalidad para cada tipo de hospedero; ;, = amp;, es la
amplitud de la temporalidad (el punto mas alto que pueden alcanzar los valores de natalidad); vy
finalmente, f,, = Freq; es la periodicidad con la que ocurre cada ciclo.

Se considerd replantear el modelo y debido a que los datos empiricos son pocos se buscé ajustar los
patrones temporales de los datos empiricos con los patrones temporales de los datos que resultaran del
modelo. Esto se realizé por medio de andlisis de series temporales. Para obtener un patrén de los datos
empiricos se formd una serie de tiempo extrapolando a 58 datos. Para conocer los patrones de
temporalidad y la correlacion temporal entre factores se realizaron analisis de correlacion cruzada

mediante la funcién CCF en R. Los factores que se correlacionaron fueron:
1. Abundancia triatominos Vs Prevalencia en triatominos.

2. Abundancia roedores Vs Prevalencia en triatominos.

3. Abundancia triatominos Vs Prevalencia en roedores.
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Posteriormente se recurrid a generar modelos tedricos donde se suponian diferentes escenarios. En
el desarrollo de los modelos tedricos mas complejos sélo se tomaron en cuenta los datos reales de uno
de los dos reservorios potenciales. Sélo se considerd para el ajuste de los modelos tedricos mas
complejos al roedor, por ser considerado un reservorio potencial competente capaz de transmitir al

parasito.
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7 RESULTADOS

7.1 ORGANISMOS CAPTURADOS

En total se hicieron 9 muestreos (Cuadro 1) equivalentes a un esfuerzo de muestreo de 27 noches
(murciélagos: 135 horas/red, roedoes: 351 horas/trampa), en esos muestreos se capturaron un total 233
mamiferos. De los cuales, 44 pertenecen al orden Rodentia. Se reconocieron tres especies de roedores.
La especie mas abundante fue Heteromys desmarestianus (n = 21) (Cuadro 2). Del orden Chiroptera se
colectaron un total de 189 ejemplares pertenecientes a 17 especies. La especie mas abundante fue
Artibeus jamaicensis (N = 116) (Cuadro 2). El muestreo con mayor numero de organismos fue el nimero
9, que equivale al mes de mayo del 2015; este seguido por el muestreo numero 4, que corresponde al
mes de noviembre del 2012. El muestreo con menor nuimero de capturas es el muestreo 7,
correspondiente al mes de marzo del 2014 Cuadro 1. Cabe destacar que en este muestreo sdlo se
capturaron 5 ejemplares de murciélagos (Figura 7). En proporcion para todos los muestreos se capturé

un mayor nimero de murciélagos que de roedores (Figura 7).

Cuadro 1 Lista de muestreos realizados durante todo el periodo del estudio.

Numero de muestreo Mes de muestreo Aiio de muestreo  Numero de mamiferos colectados
1 abril 2012 13
2 junio 2012 17
3 agosto 2012 28
4 noviembre 2012 38
5 abril 2013 12
6 mayo 2013 18
7 marzo 2014 5
8 agosto 2014 25
9 mayo 2015 77

Se indica el numero de muestreo, el mes y afio en el que se realize y el nimero total de mamiferos colectados.
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Cuadro 2 Lista de organismos capturados del orden Rodentia y Chiroptera

Orden Especie N
Rodentia Peromyscus mexicanus 19
Heteromys desmarestianus 21

Dasyprocta mexicana 1

NI 3

44

Chiroptera Artibeus jamaicensis 116
Carollia sowelli 30

Sturnira lilium 10

Carollia perspicillata 6

Desmodus rotundus 5

Artibeus toltecus 5

Platyrrhinus helleri 4

Artibeus phaeotis 3

Glossophaga commissarisi 2

Pteronotus parnelli 1

Mormoops megalophylla 1

Hylonycteris underwoody 1

Glyphonycteris sylvestris 1

Choeromiscus godmani 1

Chiroderma salvini 1

Atibeus watsoni 1

Artibeus literatus 1

189

233

Del orden Rodentia se capturaron 41 ejemplares pertenecientes a tres especies. Del orden Chiroptera se capturaron 189 individuos

pertenecientes a 18 especies. NI: No identificado
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Figura 7 Numero de organismos capturados por muestreo y de acuerdo al orden de mamiferos al que pertenecen. El muestreo 7y 9 no se

capturd ningun roedor.

7.2 ANALISIS SEROLOGICO
7.2.1 ENSAYOS DE ELISA

Se analizaron 223 muestras de eluidos de sangre por el método seroldgico de ELISA, algunos organismos
no fueron analizados mediante ELISA ni WB debido a que no existia una muestra abundante de eluido.
Se detectaron un total de 49 organismos positivos (Rodentia = 12; Chiroptera = 37) (Figura 8, Cuadro 3,
Cuadro 4). La prevalencia en roedores (27.91 %, IC 95 %: 15.33, 43.67) por todo el muestreo y por una
sola prueba seroldgica (ELISA) resulté mas elevada que en murciélagos (20.56 %, IC 95 %: 14.91, 27.20)

(Figura 8), aunque esa diferencia no fue estadisticamente significativa (Cuadro 3, Cuadro 4).
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Figura 8 Numero de muestras de organismos que resultaron positivos o negativos para la presencia de anticuerpos anti T. cruzi por el ensayo
de ELISA. Los valores se observan por cada muestreo. La prevalencia en roedores (27.91 %, IC 95 %: 15.33, 43.67) fue mas elevada que en

murciélagos (20.56 %, IC 95 %: 14.91, 27.20).

Respecto a los andlisis del orden Rodentia, el Unico ejemplar capturado de Dasyprocta mexicana
resultd negativo para anticuerpos anti T. cruzi. La especie Peromyscus mexicanus (N = 19) presentd una
mayor prevalencia (31.58 %, IC 95 %: 12.58, 56.55) que la especie Heteromys desmarestianus (30 %, IC:
11.89-54.27) (Cuadro 3). El muestreo con mayor porcentaje de organismos positivos para la prueba de
ELISA fue el octavo (agosto 2014, prev = 75 %, IC 95 %: 19.41, 99.37), aunque esa diferencia no fue

estadisticamente significativa con respecto a los otros muestreos (Figura 9).

Cuadro 3 Especies de roedores capturadas de una region de los Tuxtlas y los resultados del ensayo de ELISA contra antigenos de T. cruzi.

Especie + - Total Positivos por ELISA (%)
Peromyscus mexicanus 6 13 19 31.58 (13.58 — 56.55)
Heteromys desmarestianus 6 14 20 30.0(11.89 - 54.27)
Dasyprocta mexicana 0 1 1 0
NI 0 3 3 0

12 31 43 27.91(15.33 - 43.67)

Individuos positivos y negativos contra antigenos de T. cruzi. Se muestran las prevalencias con sus respectivos intervalos de confianza al 95 %.
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Figura 9 Prevalencias de acuerdo a la prueba de ELISA en el orden Rodentia por cada muestreo. La mayor prevalencia ocurrié en el octavo

muestreo 75 % (IC 95 %: 21.9, 99). Los marcadores sin rellenar representan cero capturas.

Los analisis del érden Chirdptera, sélo cinco especies presentaron al menos un individuo positivo
para la prueba de ELISA para T. cruzi (Artibeus jamaicensis, Carollia perspicillata, Carollia sowelli,
Desmodus rotundus y Sturnira lilium). La especie que presentd mayor niumero de organismos positivos
para la prueba de ELISA fue Desmodus rotundus (100 %, IC 95 %: 39.76, 100). El muestreo que presentd
un mayor numero de incidencia de individuos positivos para T. cruzi mediante la prueba de ELISA fue el
séptimo (marzo 2014, prev = 80 %, IC 95 %: 28.36, 99.49) (Cuadro 4). De acuerdo a los intervalos de
confianza (al 95 %) esa diferencia fue estadisticamente significativa respecto a los muestreos 3 (agosto
2012, prev =0 %, IC 95 %: 0, 17.65) y 4 (noviembre 2012, prev = 9.09, IC 95 %: 1.91, 24.33). Aunque con
el resto de los muestreos en las prevalencias no se observaron diferencias estadisticamente detectables

(Figura 10).
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Cuadro 4 Especies de murciélagos capturadas en una region de los Tuxtlas y los resultados del ensayo de ELISA contra antigenos de T. cruzi.

Especie + - Total Positivos por ELISA (%)
Desmodus rotundus 5 0 5 100.00 (47.82 — 100)
Carollia perspicillata 2 4 6 33.33(4.33-77.7)
Artibeus jamaicensis 24 85 109 22.02 (14.65 -30.97)
Carollia sowelli 5 24 29 17.24 (5.85-35.77)
Sturnira lilium 1 9 10 10.00 (0.25 — 44.50)
Artibeus lituratus 0 1 1 0
Artibeus phaeotis 0 3 3 0
Artibeus toltecus 0 5 5 0
Artibeus watsoni 0 1 1 0
Choeromiscus godmani 0 1 1 0
Glossophaga commissarisi 0 2 2 0
Glyphonycteris sylvestris 0 1 1 0
Hylonycteris underwoody 0 1 1 0
Mormoops megalophylla 0 1 1 0
Platyrrhinus helleri 0 4 4 0
Pteronotus parnelli 0 1 1 0

37 143 180 20.56 (14.91 - 27.20)

Individuos positivos y negativos contra antigenos de T. cruzi. Se muestran las prevalencias con sus respectivos intervalos de confianza al 95 %.
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Figura 10 Prevalencias de acuerdo a la prueba de ELISA en el orden Chiroptera por cada muestreo. La mayor prevalencia ocurrié en el

séptimo muestreo 80 % (IC 95 %: 28.36, 99.49).

7.2.2 ENSAYOS DE WESTERN BLOT

En ensayos inmunoldgicos en humanos para T. cruzi se considera que un organismo es verdadero
positivo cuando en los dos ensayos seroldgicos (ELISA y Western Blot) se obtiene un resultado positivo.
Los resultados de los ensayos seroldgicos de Western Blot mostraron que el nimero de organismos
positivos se redujo considerablemente. Respecto a los roedores se detectaron un total de 5 organismos
positivos de 19 analizados por WB pero uno de esos resultados positivos fue negativo para el andlisis
seroldgico de ELISA, se descartaron como positivos a 8 organismos que habian sido detectados por el
método de ELISA. Respecto a los murciélagos durante el ensayo de Western Blot, de 51 organismos
analizados, se detectaron solamente 4 organismos positivos, se descartaron como positivos a 29 sueros

qgue habian sido detectados por el método de ELISA (Cuadro 5).

Cuadro 5 Organismos analizados para Western Blot de los dos 6rdenes y la prevalencia obtenida para el analisis de Western Blot.

Orden + - Total Prevalencia para WB
Rodentia 5* 14 19 26.32 (9.15- 51.20)
Chiroptera 4 61 65 6.15 (1.7-15.01)

La prevalencia se muestra con los intervalos de confianza al 95 %. La prevalencia se muestra por todo el periodo de muestreo (9 muestreos
durante dos afios y medio).*Uno de los organismos positivos para WB fue un resultado negativo para el ensayo de ELISA.
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Cuadro 6 Especies de roedores analizadas para Western Blot y la prevalencia obtenida para el analisis de Western Blot.

Especie + - Total Prevalencia para WB
Peromyscus mexicanus 4 4 8 50 %
Heteromys desmarestianus 1 9 10 10%
NI 0 1 1 0

La prevalencia se muestra por todo el periodo de muestreo (9 muestreos durante dos afios y medio). *Uno de los organismos positivos para WB
fue un resultado negativo para el ensayo de ELISA.

Cuadro 7 Especies de murciélagos analizadas para Western Blot y la prevalencia obtenida para el analisis de Western Blot.

Especie + - Total Prevalencia para WB
Artibeus jamaicensis 3 31 34 8.82 %
Carollia sowelli 1 11 12 8.33%
Artibeus phaeotis 0 2 2 0
Artibeus toltecus 0 1 1 0
Carollia perspicillata 0 2 2 0
Desmodus rotundus 0 4 4 0
Glossophaga commissarisi 0 2 2 0
Glyphonycteris sylvestris 0 1 1 0
Platyrrhinus helleri 0 1 1 0
Sturnira lilium 0 5 5 0

La prevalencia se muestra por todo el periodo de muestreo (9 muestreos durante dos afios y medio). *Uno de los organismos positivos para WB
fue un resultado negativo para el ensayo de ELISA.

7.2.3 PREVALENCIAS POR SEROLOGIA

De acuerdo a que sélo se consideraron como verdaderos positivos a los sueros que resultaron
positivos en ambos ensayos (7.2.2), la prevalencia de organismos confirmados para los roedores resultd
de 9.3 % (IC 95 %: 2.59, 22.14). Esta, fue mayor que la prevalencia para quirdpteros confirmados, que
resultd de 2.29 % (IC 95 %: 0.63, 5.75) (Cuadro 8, Figura 11).

Algunos de los organismos que fueron evaluados mediante serologia se clasificaron como organismos
dudosos. Es decir, estos organismos resultaron como positivos mediante una prueba (ya sea ELISA o
Western Blot) pero negativos mediante la otra prueba. Se observaron quirépteros positivos dudosos
para anticuerpos contra T. cruzi en los muestreos 2, 4, 5, 8 y 9. Roedores positivos dudosos contra T.
cruzi se observaron solamente en los muestreos 1 y 2. De los cuatro roedores confirmados como
positivos, tres pertenecieron a la especie Peromyscus mexicanus y uno a la especie Heteromys
demarestianus. De los cuatro quirépteros considerados como positivos confirmados, tres pertenecen a la

especie Artibeus jamaicensis y uno pertenece a la especie Carollia sowelli (Figura 11).
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Los Unicos muestreos que presentaron roedores confirmados positivos fueron el 1 y el 2 la
prevalencia de ambos muestreos fue de 28.57 % (IC 95 %: 3.67, 70.96) (Figura 12). Respecto a los
quirdpteros sélo en el muestro 8 y el muestreo 9 se observaron organismos confirmados como positivos
por serologia. En el 8 se obtuvo una prevalencia de 4.76 % (IC 95 %: 0.12, 23.82) y en el 9 de 4.29 %, IC 95
%: 0.89, 12.02). Las prevalencias en quirdpteros por muestreo resultaron mds bajas que las prevalencias
en roedores. Aunque los intervalos de confianza muestran que esa diferencia no fue estadisticamente

significativa (Figura 12).

Cuadro 8 Organismos considerados verdaderos positivos (respecto a todos los organismos examinados mediante serologia).

Orden + - Total Prevalencia (%)
Rodentia 4 39 43 9.3 (2.59, 22.14)
Chiroptera 4 171 175 2.29(0.63,5.75)

La prevalencia se muestra con los intervalos de confianza al 95 %. La prevalencia se muestra por todo el periodo de muestreo (9 muestreos
durante dos afios y medio).
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Figura 11 Numero de muestras de organismos que resultaron positivos, negativos o dudosos mediante métodos seroldgicos (ELISA y Western
Blot) durante los nueve muestreos. Los valores se observan por cada muestreo. La prevalencia en roedores (9.3 %, IC 95 %: 2.59, 22.14) fue
mas elevada que en murciélagos (2.29 %, IC 95 %: 0.63, 5.75). Aunque al observar los intervalos de confianza esa diferencia no es

estadisticamente significativa.
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Figura 12 Prevalencias de ambos 6rdenes (Rodentia y Chiréptera) por cada muestreo y por ambos métodos seroldgicos. Para los roedores, el

muestreo 1 (abril 2012, 28.57 %, IC 95 %: 3.67, 70.96) y 2 (junio 2012, 28.57 %, IC 95 %: 3.67, 70.96) fueron los Unicos que presentaron
organismos positivos confirmados. En el muestreo 7 y 9 no se capturé ningtin roedor. Los quirdpteros sélo presentaron organismos positivos

confirmados por serologia en los muestreos 8 (agosto 2014, 4.76 %, I1C 95 %: 0.12, 23.82) y 9 (mayo 2015, 4.29 %, IC 95 %: 0.89, 12.02).
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7.4 ANALISIS MOLECULAR

7.4.1 IDENTIFICACION DE LA PRESENCIA DE TRYPANOSOMA CRUZI POR MEDIO DE PCR

Las diferentes diluciones de DNA realizadas con el control positivo (ratén infectado) no mostraron
diferencias en el producto amplificado entre cada dilucidn. Sélo en las concentraciones mas bajas (7 y 3
ng) no se observo un amplificado del parasito (Figura 13). Lo que significa que la sensibilidad del PCR
podia detectar hasta 15 ng/uL, esto es una medida indirecta ya que los ratones control fueron infectados
con un inéculo de 300,000 parasitos/20 plL.

Por el método de PCR se detectaron 10 organismos positivos para la presencia de T. cruzi; todos.
Todos estos organismos pertenecian al orden Chiroptera (Figura 14). Ninguno de los roedores evaluados
mediante PCR aparecid como positivo. Dos de las muestras evaluadas mediante este método mostraron
un resultado discordante, es decir, fueron positivas en los primeros PCR pero negativas en el PCR de
confirmacién (Cuadro 9). La prevalencia obtenida por este método para los roedores fue de 0 % (IC 95 %:
0, 22.14). A diferencia de los métodos seroldgicos en el caso de los quirdpteros la prevalencia fue mayor
13.70 % (IC 95 %: 6.77 - 23.75). Tres especies resultaron positivas mediante este andlisis: Artibeus
jamaicensis (N = 6), Carollia sowelli (N = 3) y Carolia perspicilliata (N = 1). Los resultados de organismos
positivos por PCR no coinciden con aquellos organismos detectados como positivos por métodos
seroldgicos. Sélo coincidieron dos organismo de la especie Artibeus jamaicensis y uno de la especie
Carollia sowelli. La mayoria de los organismos que resultaron negativos por serologia coincidieron con el
resultado obtenido por PCR. A pesar de ello los porcentajes de organismos positivos y negativos se

mantuvieron constantes en cada método (Figura 15).

45



Blanco Control Control Control 250ng 125ng 75ng 30ng 15ng 7ng 3ng Blanco
Neg Neg Neg

Figura 13 PCR de gradientes realizado con diferentes diluciones de DNA de la muestra control (ratén infectado). Las concentraciones

fueron las siguientes: 250 ng, 125 ng, 75 ng, 30 ng, 15 ng, 7 ngy 3 ng. Se incluyeron tres controles negativos y dos blancos.

Blanco Control Control Blanco
1 Neg Pos 2
T. cruzi
genomico

Figura 14 PCR ejemplo de los PCR realizados en este estudio para detectar la presencia de ADN del parasito Trypanosoma cruzi mediante la

amplificacion de la region de minicirculo del cinetoplasto del protozoario.
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Cuadro 9 Organismos analizados de los dos 6rdenes de mamiferos por PCR para la presencia de ADN de T. cruzi.

Orden + - Total Prevalencia (%)
Rodentia 0 25 25 0(0-22.14)
Chiroptera 10 61 73 13.70 (6.77 -23.75)

La prevalencia se muestra con los intervalos de confianza al 95 %. La prevalencia se muestra por todo el periodo de muestreo (9 muestreos
durante dos afios y medio).
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Figura 15 Porcentaje de organismos detectados como positivos o negativos por cada método diagnéstico realizado en este trabajo

(ELISA, Western Blot y PCR).
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7.5 DINAMICAS TEMPORALES

Para evaluar las posibles interacciones entre las distintas dindmicas temporales se recurrié a los analisis
de Cosinor (ajuste a funcidon de Coseno) y CCF (o funciones de correlacién cruzada que evaluan las
correlaciones temporales con respecto a los retrasos o lags de los eventos) (7.5 Dinamicas Temporales).

Para estos analisis se utilizaron los datos de serologia de los ensayos de ELISA (7.2.1 Ensayos de ELISA)
7.5.1 ABUNDANCIA INDIVIDUOS CONTRA PREVALENCIA DE T. CRUZI

Primero se evalud la dinamica temporal entre la abundancia de los individuos: roedores, quirdpteros y
triatominos y la prevalencia de T. cruzi en cada uno de esos individuos con (iError! No se encuentra el
origen de la referencia., Figura 16, Figura 17).

En el andlisis de la interaccion entre la abundancia de roedores y la prevalencia de T. cruzi en
roedores, la abundancia de roedores parecié ser inversamente proporcional a la prevalencia de T. cruzi,
ambas series de tiempo parecieron ser opuestas al ser modeladas en una regresion ajustada a la funcion
de coseno. Esto quiere decir que en el punto mas alto de abundancia relativa para los roedores se
encuentraba el punto mds bajo de prevalencia de T. cruzi en ratones (jError! No se encuentra el origen
de la referencia.B). En el analisis con la funcion de correlacion cruzada (CCF) se observd que para la N de
datos en crudo (5 puntos en el tiempo) no existid una correlacién estadisticamente detectable. Al
realizar un segundo CCF, con una interpolacién de 12 puntos en el tiempo, no se observd ninguna
relacion estadisticamente detectable. La Unica correlaccidon estadisticamente detectable se observd
hasta que se tuvieron 53 puntos en el tiempo (interpolacion 53) (iError! No se encuentra el origen de la
referencia.Alll). La mayor correlacion ocurrid en el lag + 2, con una correlacion negativa (- 0.472), esto
significa que si en ty existiera un nimero alto de roedores infectados, aproximadamente después de 2
lapsos en el tiempo, existiria una disminucién en la abundancia de los roedores. Cabe resaltar que el
nivel de correlacidon no fue elevado (0.472) y debido a que se observé que dos puntos de naturaleza
inversa (uno correlacion negativa y otro correlacidon positiva) alcanzaron los intervalos de confianza se
consideréd una relacién de causalidad no resuelta (iError! No se encuentra el origen de la
referencia.Alll).

Los analisis de la abundancia de quirdpteros contra la prevalencia de T. cruzi en estos, la
relacion mostré un comportamiento similar al de los roedores, en los puntos donde hubo menores
abundancias relativas se observé también una mayor prevalencia de T. cruzi en quirépteros. Los CCFs de
esta interaccién no mostraron una correlacion estadisticamente significativa para la N de datos crudos

pero si se observd una correlacion significativa para las interpolaciones 12 y 53 (Figura 16A). Ambos
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modelos de CCF mostraron un lag negativo y una correlacidon positiva (interpolacion 12: lag -4,
correlacion 0.804; interpolacién 53: lag -14, correlacidon 0.792). Sin embargo, para la interpolacién 53 se
observd una correlacion no resuelta debido a que dos puntos del nivel de correlacién de signos opuestos
tocaron la linea de valores de significancia (Figura 16Alll). Ademas, cabe destacar que los resultados del
modelo de Cosinor (Figura 16B) y CCF no coinciden, por lo cual si esas dinamicas temporales estuviera
relacionadas, probablemente seria una relaciéon difusa. Debido al pobre sustento estadistico, esta
interaccion no se consideré como una asociacion posible (Figura 16).

Respecto a la correlacion entre la temporalidad de abundancia de los triatominos y la
prevalencia de T. cruzi en estos se observd una relacion mayormente sincrénica . El modelo ajustado a la
curva de coseno muestra una relacion aparentemente positiva. En los puntos mas altos de la curva de las
abundancias relativas, se observa también un incremento en la prevalencia de T. cruzi en los triatominos
(Figura 17). El primer modelo de CCF resultdé estadisticamente no significativo. Las correlaciones de los
modelos con interpolacion 12 y 53 fueron estadisticamente significativas y similares entre si (Figura 17A).
Ambas interpolaciones arrojaron un lag positivo y una correlacidon positiva (interpolacion 12: lag +1,
correlacion 0.814; interpolacién 53: lag +3, correlacion 0.872). Ademds, ambos modelos fueron
estadisticamente significativos en sélo una direccion de correlacion (positiva), indicando una relacion de
causalidad resuelta (Figura 17 All y Alll). Esta dinamica muestra que si en el tiempo ty existiera un
aumento de triatominos infectados, aproximadamente después de 1 o 3 lapsos en el tiempo (segln sea
el tiempo en que se analizara la asociacidn), existiria un aumento en la abundancia de triatominos. Los
modelos de CCF y Cosinor coincidieron en su patrén general para la relacidn, por lo que esta interaccion

se consideré como una dindamica temporal probable (Figura 17).
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Abundancia relativa quirdpteros Vs Prevalencia (por ELISA) de T. cruzi en quirépteros
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Figura 16 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacion; All, interpolacion a 12 puntos, Alll, interpolacion a
53 puntos) para la interaccién de las series de tiempo entre la abundancia relativa de quirépteros y la prevalencia de T. cruzi evaluada por
ELISA en quirépteros. Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de Cosinor para la interaccion entre las series de

tiempo de la abundancia relativa de quirépteros y la prevalencia de T. cruzi evaluada por ELISA en quirdpteros. El tiempo se considero durante

solamente un afio.
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Figura 17 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacion; All, interpolacién a 12 puntos, Alll, interpolacién a
53 puntos) para la interaccion de las series de tiempo entre la abundancia relativa de triatominos y la prevalencia de T. cruzi evaluada por PCR
en otro estudio en triatominos. Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de Cosinor para la interaccion entre las

series de tiempo de la abundancia relativa de triatominos y la prevalencia de T. cruzi evaluada por PCR en otro estudio en triatominos. El 50

tiempo se considero durante sélo un afio.



7.5.2 ABUNDANCIA RELATIVA DE TRIATOMINOS VS PREVALENCIA DE T. CRUZI EN RESERVORIOS POTENCIALES

En estos analisis se evalud la interaccién temporal entre la abundancia de los triatominos y la prevalencia
de ambos drdenes de reservorios potenciales (Figura 18, Figura 20).

En esta seccidn la primera interaccidn en evaluarse fue la relacién entre la abundancia relativa
de triatominos y la prevalencia de T. cruzi en los roedores. Los modelos CCF de los datos en crudo y con
interpolacion 12 no resultaron estadisticamente significativos. El Unico modelo que resultd significativo
fue el de la interpolacién 53 (lag +4, correlacion 0.378) (Figura 18Alll). La correlacion de mayor cantidad
ocurrid en el lag +4 (0.378) y se observo un desfase de la interaccidén temporal, si en el tiempo tgexistiera
un aumento en la prevalencia del parasito en roedores, 4 lapsos después, aparentemente se observaria
un aumento en la abundancia de triatominos (Figura 18 Alll). Sin embargo, el resultado de esa
interpolacion no coincidié con el modelo de Cosinor, donde se reflejé una sincronia entre el aumento de
la abundancia de triatominos y la prevalencia de T. cruzi en roedores (Figura 18B). Estos resultados no se
consideraron como contundentes porque sélo un modelo de CCF fue estadisticamente significativo,
ademas de que no coincidié con el patron del modelo de Cosinor.

La segunda interaccidon que se evalué en esta seccién fue la abundancia relativa de Triatoma
dimidiata y la prevalencia de T. cruzi en los quirdpteros.En este caso los tres modelos de CCF
practicamente fueron estadisticamente significativos (Figura 20A), la mayor correlacién ocurrié en el lag
0, con una correlacién positiva > 0.7. Este tipo de asociacion es indicativo de que las dos series
coincidieron temporalmente y aparentemente una mayor abundancia de triatominos conduciria a una
mayor prevalencia del parasito en quirdpteros. En el modelo de Cosinor, las dos series de tiempo no
parecieron ser tan sincronicas como en los modelos de CCF, sin embargo el comportamiento de las dos
series en Cosinor no fue opuesto a la dinamica reflejada en los CCF (Figura 20B). En el modelo de Cosinor
se observd que la dinamica temporal de las abundancias de triatominos parecia tener un
comportamiento parecido a la curva de prevalencias del parasito en los quirépteros. Tanto en el modelo
de CCF, como en el de Cosinor se observo una asociacion de la siguiente manera: si existiera un aumento
en las abundancias de triatominos este conduciria a un aumento en las prevalencias de quirépteros

(Figura 20).
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Abundancia relativa triatominos Vs Prevalencia (por ELISA) de T. cruzi en roedores
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Figura 18 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacion; All, interpolacién a 12 puntos; Alll, interpolacién
a 53 puntos) para la interaccién de las series de tiempo entre la abundancia relativa de los triatominos y la prevalencia de T. cruzi en
roedores. Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de Cosinor para la interaccién de las series de tiempo entre

la abundancia relativa de los triatominos y la prevalencia de T. cruzi en roedores. El tiempo se consideré solamente durante un afio.
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Figura 20 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacion; All, interpolacién a 12 puntos; Alll, interpolaciéon

a 53 puntos) para la interaccion de las series de tiempo entre la prevalencia de T. cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en roedores.

Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de cosinor para la interaccién de las series de tiempo entre la

prevalencia de T. cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en roedores. El tiempo se consideré solamente durante un aiio.
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7.5.3 ABUNDANCIA RELATIVA DE RESERVORIOS POTENCIALES VS PREVALENCIA DE T. CRUZI EN TRIATOMINOS

La siguiente relacién que se analizd fue entre la abundancia relativa de los reservorios potenciales y la
prevalencia de T. cruzi en triatominos (Figura 21 y Figura 22)

En el analisis entre la abundancia relativa de los roedores y la prevalencia de T. cruzi en
triatominos se observd que los modelos CCF coincidieron y practicamente los 3 modelos fueron
significativos (el de datos crudos, mostré una correlacidon casi significativa negativa de -0.724) y se
observardn las mismas tendencias temporales. En el mayor nivel de correlacién, todos los modelos de
CCF mostraron un lag positivo (datos crudos: +0, interpolacion 12: +1, interpolacién 53: +3) y las
correlaciones de ambas interpolaciones fueron significativas y negativas (interpolaciéon 12: -0.933,
interpolacién 53: -0.955) (Fifura 21 A). Esta relacién se interpreta de la siguiente forma: si en el tiempo t,
existiera un aumento en las prevalencias de los triatominos (mas triatominos infectados),
aproximadamente después de 1 o 3 lapsos en el tiempo (segun sea el tiempo que se analice la relacién)
existiria una disminucion en la abundancia de los roedores. Las dindmicas temporales modeladas por CCF
y Cosinor mostraron en general un patrén similar, ya que se observd un aumento en las abundancias
relativas de los roedores y una disminucién en la prevalencia de T. cruzi en el triatomino (Figura 21 Ay
B). Tanto los modelos de CCF como de Cosinor mostraron un mismo patrén en la dinamica temporal, por
lo es posible que esta interaccidén pueda ocurrir en un la zona de estudio.

Abundancia relativa de quirdpteros Vs Prevalencia de T. cruzi en triatominos. En el caso de los
quirdpteros sélo las correlaciones con interpolaciones fueron significativas (interpolacién 12: lag -1,
correlacion 0.824; interpolacion 53: lag -6, correlacion 0.857). Aunque cabe destacar que en ambos
modelos se observaron valores significativos para correlaciones negativas y positivas, indicando una
relacion de causalidad no resuelta (Figura 22 A). En el modelo de Cosinor se observé una sincronia
similar (Figura 22 B), sin embargo la causalidad no resuelta en el modelo de CCF no permitié que esta

interaccion fuera considerada como un evento real (Figura 22 Ay B).
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Abundancia relativa de roedores Vs Prevalencia de T. cruzi en triatominos

Al Ab rod vs Prev Vectors (raw)

Prevalencia '.'

Abundancia rel.

cross-comedation

Figura 21 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacién; All, interpolacion a 12 puntos; Alll,
interpolacion a 53 puntos) para la interaccion de las series de tiempo entre la abundancia relativa de los roedores y la prevalencia de T. cruzi
en triatominos. Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de Cosinor para la interaccion de las series de tiempo

entre la abundancia relativa de los roedores y la prevalencia de T. cruzi en triatominos. El tiempo se consideré solamente durante un afio.
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7.5.4 PREVALENCIA DE T. CRUZI EN TRIATOMINOS VS PREVALENCIA DE T. CRUZI EN RESERVORIOS POTENCIALES

La ultima interaccidon que se analizdé fue entre la prevalencia de T. cruzi en Triatoma dimidiata y la
prevalencia de T. cruzi en los reservorios potenciales (Figura 23 y Figura 24).

En el caso de la interacion de la dinamica entre la prevalencia de T. cruzi en triatominos y la
prevalencia de T. cruzi en roedores se observé sélo una correlacion estadisticamente detectable en la
interpolacion 53 (lag +14, correlacion -0.569). Aunque esta correlacion fue significativa tanto en
correlaciones negativas como positivas, indicando una relacién causal no resuelta. El modelo de Cosinor
no coincidié en absoluto con los modelos generados para CCF, por lo que los resultados estadisticos no
apoyaron a la hipétesis de esta interaccién (Figura 23 Ay B).

Para el ultima analisis de dinamicas se evalud la interaccion temporal entre la prevalencia de T.
cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en quirdpteros. Se observd que los tres modelos
generados para correlaciéon cruzada fueron practicamente significativos, sin embargo, los modelos de las
dos interpolaciones muestraron una causalidad no resuelta (significancia tanto en correlaciones
negativas y como positivas) (Figura 24 A). El patrdn de la relacidn que se observé en los modelos de CCF
no se mostrod tan fuertemente identificado en el modelo de Cosinor, ya que se observa un mayor desfase
en el tiempo (Figura 24B). Debido a que los modelos no coincidieron y a que se observé una causalidad

no resuelta, no se consideré como una interaccién probable.
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Prevalencia de T. cruzi en triatominos Vs Prevalencia (por ELISA) de T. cruzi en roedores

AI Prev Vec vs Prev Rodents (raw)
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Figura 23 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacion; All, interpolacion a 12 puntos; Alll, interpolacion

a 53 puntos) para la interaccion de las series de tiempo entre la prevalencia de T. cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en roedores.

Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de Cosinor para la interaccion de las series de tiempo entre la

prevalencia de T. cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en roedores. El tiempo se consideré solamente durante un aiio

Prevalencia de T. cruzi en triatominos Vs Prevalencia (por ELISA) de T. cruzi en quirdpteros
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Figura 24 A) Los modelos de correlacion cruzada con tres N diferentes (Al, sin interpolacién; All, interpolacién a 12 puntos; Alll, interpolacién
a 53 puntos) para la interaccion de las series de tiempo entre la prevalencia de T. cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en
quirépteros. Las lineas azules son los intervalos de confianza al 95 %. B) El modelo de Cosinor para la interaccion de las series de tiempo

entre la prevalencia de T. cruzi en triatominos y la prevalencia de T. cruzi en quirdpteros. El tiempo se consideré solamente durante un aiio.
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7.6 AJUSTE DEL MODELO S| PARA LA TRANSMISION DE TRYPANOSOMA CRUZI EN RESERVORIOS

POTENCIALES

Se obtuvieron valores de individuos susceptibles e infectados de modelos tedricos. Esto se hizo para

conocer si el modelo se ajustaba al patrén de la dindmica temporal de los datos empiricos. El modelo

parecio ajustarse a la distribucién de puntos del vector pero no a la de los reservorios potenciales (Figura

25).

Posteriormente, debido a que no se encontré un ajuste cercano a los datos, se compararon

patrones de comportamiento temporal de los datos reales ajustados a 58 interpolaciones contra los

patrones de comportamiento temporal de datos generados de diversos modelos teéricos. Los modelos

tedricos desarrollados fueron los siguientes:

1.

El primer modelo asumia la misma temporalidad para la tasa de contacto entre ratones y
triatominos. No se logrd un ajuste cercano, ni en valores ni en comportamiento temporal (Figura
26).

Debido a ello se decidié modificar el primer modelo y realizar un segundo, dénde se incluyd la
presencia de un segundo reservorio (un reservorio hipotético). Este reservorio propuesto se
utilizé en el modelo bajo el supuesto (que al igual que los roedores en el primer modelo) de
presentar una transmisiéon simétrica. Ambas transmisiones se supusieron frecuento-
dependientes. Se logrd ajustar solo dos de las tres correlaciones (Abundancia triatominos Vs
Prevalencia triatominos y Abundancia triatominos Vs Prevalencia en roedores) (Figura 27).
Desarrollamos un tercer modelo donde unicamente se tomd en cuenta a un reservorio (ratén) y
se asumio una transmisidn asimétrica entre este y triatominos, por lo que la temporalidad en la
tasa de contacto era diferente para ambas tasas. Se sugirié esta aproximacion debido a que se
observé que altas tasas de contacto junto con una gran amplitud en la temporalidad de
individuos infectados se ajustaba para los triatominos pero no para los roedores. Por ello, se
supuso una transmision asimétrica. Donde, la transmision de vectores a ratones era frecuento
dependiente pero de ratones a vectores era denso-dependiente. El tercer modelo se acercé a los
patrones de temporalidad de los datos empiricos pero no los reproducia adecuadamente (Figura
28).

En un cuarto modelo se usaron los mismos supuestos del 3° modelo pero en este caso la
transmision de roedores a vectores se supuso frecuento-dependiente y de vectores a roedores

denso-dependiente. El ajuste fue menor en este modelo que en el tercero (Figura 29).
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Debido a que el tercer modelo parecid ajustarse mas a la dinamica temporal, se decidié hacer un
quinto modelo donde se agregd al segundo reservorio hipotético en condiciones similares al
tercer modelo. Esto es una tasa de contacto asimétrica entre roedores y vectores (frecuento
dependiente de vectores a roedores y denso-dependiente de roedores a vectores). Para el
segundo reservorio se supuso con una tasa de contacto simétrica frecuento dependiente. En
este caso. El modelo se ajustd a los patrones de temporalidad de la interaccién entre la
prevalencia del pardsito en roedores y la prevalencia del parasito en roedores pero las otras dos
interacciones no fueron similares en los patrones entre el modelo y los datos empiricos (Figura
30).

Finalmente, se intentaron ajustar los patrones de temporalidad en un sexto modelo. Donde se
asumian los mismos supuestos que en el quinto modelo. La diferencia en este modelo era el tipo
de transmision entre el reservorio hipotético y el triatomino, se supuso una transmision
simétrica denso-dependiente. El resultado fue que se ajusto el patron de dindmica temporal para
la interaccion entre la prevalencia del parasito en los roedores y la abundancia de vectores y
para la interaccidon entre la prevalencia del parasito en los vectores y la abundancia de vectores.
Pero, a diferencia del quinto modelo, no se ajusté para el patrén de la interaccidén entre la

prevalencia del parasito entre triatominos y la prevalencia del parasito en roedores (Figura 31).
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cruzi en triatominos Vs abundancia triatominos.
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Figura 29 Modelo teérico 4. A) Prevalencia T. cruzi en triatominos Vs prevalencia T. cruzi en
roedores. B) Prevalencia T. cruzi en roedores Vs abundancia de triatominos. C) Prevalencia T.

cruzi en triatominos Vs abundancia triatominos.
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roedores. B) Prevalencia T. cruzi en roedores Vs abundancia de triatominos. C) Prevalencia T.
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8 DISCUSION

8.1 IDENTIFICACION DE T. CRUZI EN RESERVORIOS POTENCIALES

8.1.1 ABUNDANCIA Y DIVERSIDAD DE ROEDORES Y QUIROPTEROS

A pesar de que en la zona donde se trabajo (Los Tuxlas, Veracruz) se caracteriza por una alta
perturbacién y una fuerte presencia antropogénica, presenta patrones de alta diversidad y abundancia
de diferentes vertebrados (Mendoza et al. 2005; Estrada et al. 1994; Flores et al. 2014). En especial en el
caso de los murciélagos, se ha reportado que este orden es abundante en zonas cercanas a
asentamientos humanos (Estrada & Coates-Estrada 2001b). Durante el muestreo de este estudio se
encontré que la abundancia y riqueza de los quirdpteros fue mayor que la de los roedores (Cuadro 2,
Figura 7); a pesar de que los roedores son el orden mas diverso de mamiferos, para la regién de Los
Tuxtlas el orden mejor representado es Chiroptera (Estrada & Coates-Estrada 2001a). A pesar de que los
roedores son un orden abundante en la regidn, 22 especies de acuerdo al Diario Oficial de la Federacién
(Secretario de Medio & Ambiente y Recursos Naturales 2009) no se capturd un namero alto, esto puede
deberse a sus habitos y comportamiento criptico (Estrada et al. 1994).

La abundancia de roedores por mes se mantuvo constante a lo largo de los muestreos en
comparacion con la alta variaciéon que existido en las abundancias en los murciélagos. Debido a que la
mayoria de los murciélagos capturados fueron frugivoros, esta variacion puede ser un resultado de la
disponibilidad de los recursos que existian en la zona, tal como el recurso alimenticio (Banskar et al.

2016; Harrison 1962; Patterson et al. 2003).

8.1.2 LOS METODOS PARA LA DETECCION DE T. CRUZI Y SU PREVALENCIA

En México existen pocos trabajos que evallen la presencia de T. cruzi en reservorios silvestres (Ramsey
et al. 2012; Solis-franco et al. 1997; Parada-Lépez et al. 2013; Roque et al. 2008, Viquez-Rodriguez, 2015)
y a pesar de que los murciélagos son considerados reservorios de multiples enfermedades poco se sabe
de la relacién que estos puedan tener con T. cruzi (Hamilton et al. 2012; Brook & Dobson 2015). Los
murciélagos como reservorios potenciales de este protozoario han sido evaluados principalmente en
Sudamérica (Cottontail et al. 2009; Ramirez et al. 2014; Afiez et al. 2009; Lisboa et al. 2008) y hasta el
momento sélo se conoce un reporte donde se detectaron murciélagos positivos para T. cruzi. Hodo y

colaboradores (2016) (Hodo et al. 2016) reportaron la presencia del parasito en la especie Nycticeius
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humeralis, la deteccidn en este estudio sélo se realizd mediante PCR (usando diferentes secuencias de
oligos), pero no por métodos seroldgicos. Debido a que la deteccidn del protozoario resulta conflictiva,
en esta tesis se buscd conocer la presencia del protozoario por diferentes métodos. Un solo método
(molecular o seroldgico) puede aportar una visién sesgada. Por el ensayo de ELISA se lograron detectar al
menos 49 individuos positivos, por el ensayo de WB se detectaron 9 individuos positivos y por PCR 10
organismos positivos (Cuadro 3, Cuadro 4, Cuadro 5, Cuadro 9). A pesar de que algunos organismos
mostraban resultados discordantes, las proporciones entre organismos por cada método se mantuvieron
(Figura 15). Esto es un indicio de que la presencia de T. cruzi en el ciclo silvestre se encuentra vigente. Y
que al parecer en esta zona tanto murciélagos como roedores juegan un papel importante.

Considerando aquellos organismos que fueron positivos en mas de una prueba, el total de
organismos positivos es 13 (N = 62). Por parte de los roedores se obtuvieron 4 organismos considerados
como positivos y por parte de los murciélagos, 9 organismos positivos. Algunos de esos organismos,
fueron positivos por los dos analisis seroldgicos pero negativos para el PCR (N = 6). Esto puede deberse a
gue el ensayd de PCR se enfocd que Unicamente a analizar un solo érgano (corazén). Se ha observado
que T. cruzi presenta diferente tropismo y dependiendo la cepa muestra preferencia por diferentes
tejidos; Andrade y colaboradores (1999) probaron la hipdtesis del tropismo histolégico clonal, donde
evaluaron experimentalmente la distribucion de dos tipos genéticos en tejidos infectados y observaron
gue una clara distribucidon en la infeccion en los tejidos (en la fase crdnica), una cepa se encontro
mayoritariamente en corazén y la otra en recto (Andrade et al. 1999).

Cabe destacar que sélo dos especies de murciélagos son las que resultaron positivas de este
analisis: Artibeus jamaicensis y Carollia sowelli. Esto coincide con lo reportado por Viquez (2015) donde
encontré un organismo positivo para T. cruzi de la especie Carollia sowelli en la Selva Lacandona,
asimismo Cottontail y colaboradores (2009) documentaron la presencia de este parasito en murciélagos
de la especie Artibeus jamaicensis. Estos antecedentes totalmente aislados de la zona de estudio,
demuestran que estas especies estan asciadas con la presencia de T. cruzi, por lo cual mas estudios
asociados a estas especies y en Norteamérica son necesarios para confirmar la asociacion en funcion de
gue puedan fungir un papel como reservorios. Es importante notar que A. jamaicensis es una de las
especies mas abundantes de la zona (Estrada & Coates-Estrada 2002; de la Pefia-Cuéllar et al. 2015) y al
mismo tiempo ha sido asociada a zonas con alto disturbio, como es la zona de estudio (Cottontail et al.
2009). Esto podria llevarnos a estudiar y comparar con zonas con menor grado de perturbacién. Y en
esas zonas observar la diversidad de murciélagos, roedores y la prevalencia de diversos patégenos como

T. cruzi. Para saber si el grado de perturbacion podria estar afectando a los patrones de diversidad de los
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murciélagos y esta a su vez a los patrones de incidencia de T. cruzi. Las especies de roedores
consideradas como positivas (Heteromys desmarestianus y Peromyscus mexicanus) han sido identificadas
con anterioridad como seropositivas para T. cruzi (Solis-Franco et al. 1997) aunque aun no se ha
estudiado si patrones en la diversidad o abundancia de estas especies influyen en la prevalencia de T.
cruzi, como en el caso de los hantavirus o la enfermedad de Lyme donde los patrones de diversidad y
abundancia de roedores provocan cambios en la dindmica de infeccion de esos patdgenos (Ostfeld &

Keesing 2000; Mills & Childs 1998).
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8.2 DINAMICA TEMPORAL DE LA PREVALENCIA DE T. CRUZI, EL VECTOR TRIATOMA DIMIDIATA Y LOS

RESERVORIOS POTENCIALES CHIROPTERA Y RODENTIA
8.2.1 PATRONES DE VARIACION TEMPORAL

Los analisis de Cosinor permiten evaluar si existe temporalidad o ciclos en las series de tiempo
evaluadas. En estas series de tiempo no se encontrd un patrén de periodicidad. Esto se debe a que el
periodo de muestreo fue menor a dos afios y los ciclos de los roedores son mayores a dos afios y el de
los murciélagos mayores a 5 afios. Los patrones de variacion de los vectores parecen ser sincrénicos pero

al igual que el de los mamiferos no mostro ser significativo para determinar periodicidad.
8.2.2  INTERACCION TEMPORAL ENTRE ORGANISMOS INFECTADOS Y NO INFECTADOS DEL MISMO ORDEN

De todas las interacciones analizadas entre organismos infectados y no infectados del mismo orden, la
Unica que presenta mas de dos modelos significativos y que corresponden a una relacion de causalidad
resuelta es la interaccidon entre la abundancia de vectores y la prevalencia de T. cruzi en los mismos
vectores (Figura 18). Tanto en el modelo de Cosinor (Figura 18B) como en los modelos significativos de
CCF (Figura 18 All y Alll) se observa un patréon de correlacidon positiva. Ademas, el modelo indica que el
lag es positivo. Estas dos condiciones indican que la prevalencia de T. cruzi en Triatoma dimidiata podria
tener un papel importante temporal en la dindmica de las abundancias de los vectores. Aparentemente,
cuando existan muchos triatominos en un momento del tiempo, tiempo después habra una mayor
cantidad de vectores. Aunque existe evidencia de que algunos pardsitos afectan el comportamiento de
sus hospederos (Beard et al. 2002; Klein 2005). Sobre la presencia de T. cruzi en los vectores se ha
observado que triatominos infectados parecen tener preferencias alimienticias diferentes de aquellos
gue no estan infectados, asi como de retrasar el tiempo de desarrollo de un estadio a otro. Botto-Mahan
y colaboladores observaron que la presencia de T. cruzi en el triatomino Mepraia spinolai reducia el
tiempo de deteccion de hospederos potenciales en comparacion con los triatominos no infectados;
ademas las chinches infectadas “picaban” el doble en comparacién con las que no tenian la presencia del
parasito y defecaban 8 minutos despues de alimentarse mientras que los otros triatominos lo hacian
despues de 11 minutos (Botto-Mahan et al. 2006). Posteriormente en un estudio de Botto-Mahan (2009)
observd que las hembras infectadas de la especie de triatominos M. spinolai tardaban mas en
desarrollarse que los machos, indicando que el impacto de T. cruzi puede ser sexo dependiente (Botto-

Mahan 2009).
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8.2.3 INTERACCION TEMPORAL ENTRE ORGANISMOS INFECTADOS Y NO INFECTADOS DE DIFERENTE ORDEN

Se estudiaron seis posibles interacciones temporales entre organismos de distintos érdenes. Uno de los
dos ordenes debia estar infectado por T. cruzi para observar como su dindmica temporal de infeccidon
afectaba o se veia afectado por su hospedero. De las seis relaciones estudiadas, sélo dos mostraron
modelos compatibles y una relacién causal resuelta.

La primera fue entre la abundancia de vectores y la prevalencia de quirdpteros. La correlacion
resultd positiva. Con una superposicion de las dindmicas temporales. En los tres modelos la mayor
correlacién ocurrié en el lag 0, lo que indica que la abundancia de vectores esta afectando en la
incidencia de T. cruzi en murciélagos. El hecho de que sea una correlacién positiva en el lag 0 indica que
cuando en determinado tiempo existe una gran abundancia de triatominos, es altamente probable (>
0.72) que también se tenga una alta prevalencia de T. cruzi en murciélagos. Esta relacion seria un indicio
de la forma en la que los murciélagos adquieren el parasito. Debido a que muestra una fuerte
correlacidn positiva con las abundancias del vector y no con las prevalencias, esto es indicativo de que la
transmision pueda ser denso-dependiente. Debido a que los murciélagos recolectados para este trabajo
son principalmente frugivoros y sdlo un 25 % insectivoros (Boer et al. 2015; Morrison 1980) la
interaccion con los vectores debe ser muy baja. Nouvellet y colaboradores (2015) argumentan que
cuando la frecuencia de contacto es baja, esa interaccion debe ser denso-dependiente. Los datos no
apoyan a la hipdtesis de una transimision frecuento dependiente, ya que la relacion temporal entre la
triatominos infectados y murciélagos infectados (prevalencia vs prevalencia) no fue significativa y no
mostro una correlacion positiva (Figura 20). En las transimisiones tipicas frecuento dependientes debe
existir una fuerte relacion entre la prevalencia en vectores y la prevalencia del hospedeor mamifero, ya
gue la tasa de transmisidon depende basicamente de los organismos infectados, en este caso dependeria
de los triatominos infectados y no de la abundancia de ellos. Asimismo el modelo apoya a que en la
naturaleza esté ocurriendo una transmisidn asimétrica ya que solo fue significativo la relacion entre la
abundancia de vectores y la prevalencia de murciélagos pero no la relacién entre la abundancia de
murciélagos y la prevalencia de triatominos.

La segunda interaccion significativa fue entre la abundancia de roedores y la prevalencia de
vectores. El lag es positivo con una correlacién negativa. Este tipo de resultados indican que una mayor
prevalencia en vectores ocurre en el tiempo antes que una menor abundancia de roedores. Retomando
lo que argumentan Nouvellet y colaboradores (2015) sobre la modelacion en la transimisidon vectorial, se
debe recordar que este tipo de comportamiento en series de tiempo es caracteristico de la frecuento

dependencia. Es decir, donde existan pocos hospederos de los cuales alimentarse la tasa promedio de
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picadura por individuo serda mayor y por lo tanto la probabilidad de infectarse es mayor. Asimismo tiene
un comportamiento inverso por que conforme existen mas individuos infectados, la abundancia relativa
de organismos susceptibles (no infectados) va disminuyendo (Figura 21).

Es importante mencionar que ninguna de las series temporales en general es estatica, siempre
existen factores (como los ambientales) que modifican los patrones de comportamiento de las

dindmicas.

67



8.3 MODELO TEORICO DE LA TRANSMISION SILVESTRE DE T. CRUZI

Se compararon diferentes patrones que provenian de diversos modelos tedricos. El primer modelo
asumia la misma temporalidad para la tasa de contacto entre ratones y triatominos. Desarrollamos un
segundo modelo donde se asumia una transmisién asimétrica entre ratones y triatominos, por lo que la
temporalidad en la tasa de contacto era diferente para ambas tasas. Esto se sugirido debido a que se
observd que altas tasas de contacto junto con una gran amplitud en la temporalidad de individuos
infectados se ajustaba para los triatominos pero no para los roedores. Por ello, se supuso una
transmision asimétrica. El segundo modelo se acercd a los patrones de temporalidad de los datos
empiricos pero no los reproducia adecuadamente. Debido a ello se decidié modificar el primer modelo y
realizar un tercero, donde se incluia la presencia de un segundo reservorio. Este reservorio propuesto
presentaba al igual que los roedores en el primer modelo una transmisién simétrica. Se logré ajustar sélo
dos de las tres correlaciones (Abundancia triatominos Vs Prevalencia triatominos y Abundancia
triatominos Vs Prevalencia en roedores). Por ello se decidié combinar el modelo dos con el tercero para
generar otro modelo donde la tasa de transmisién entre ratones y triatominos fuera asimétrica, y
ademas, existiera un tercer hospedero (el segundo reservorio propuesto) con transmisién simétrica. En
este acercamiento, las dindmicas que se ajustaron fueron la abundancia de roedores Vs la prevalencia en
triatominos y la abundancia de triatominos Vs la prevalencia en roedores. Este ultimo modelo es un
indicio de que existe un factor desconocido que esta influyendo en la dindmica de transmision. Este
factor puede ser de indole ambiental. Altizer (2006) sugiere que como siguiente paso se debe evaluar la
dinamica de temporalidades pero de manera tedrica, en estos modelos se generan simulaciones de
cambios en las poblaciones para observar el efecto que tiene sobre las abundancias de los individuos
infectados, es decir, sobre la dinamica del patdgeno (Altizer et al. 2006).

Los siguientes modelos donde se simularon diferentes tipos de transmisién con diferentes hospederos
eran cercanos a los patrones de temporalidad de los datos empiricos pero nunca lograron ajustarse.
Debido a que Trypanosoma cruzi es un parasito con un ciclo de vida complejo que incluye a multiples
especies de reservorios y vectores, es necesario complementar con informacidon de al menos de otro
reservorio. Esto permitiria completar parte de la historia del ciclo del parasito. Una posible perspectiva
seria colectar informacién tanto de reservorios potenciales silvestres como domésticos, al igual que con
los vectores. Pero sobre todo tener en cuenta la presencia tanto de reservorios domésticos como
silvestres debido a que los habitos alimenticios de los vectores son generalistas (Glrtler et al. 2009). Esto
concuerda con lo ya descrito, los diferentes ambientes de los patégenos (doméstico, peridoméstico y

silvestre) no se encuentran totalmente aislados. Esto se ve potenciado en patdgenos con ciclos de vida
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complejos, es decir, aquellos que requieren de mas de un hospedero para completar su ciclo infeccioso

(Altizer et al. 2006; Jiménez et al. 2015; Donoso et al. 2016; Jansen et al. 2015).
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9 CONCLUSION

1. Se lograron identificar quirdpteros y roedores positivos para el parasito T. cruzi. Sin embargo,
tres métodos de deteccion realizados no fueron equivalentes para todos los organismos. Cabe
destacar que aunque no fueron iguales, si se mantuvo una proporcion aproximadamente
cercana entre los tres analisis.

2. No se detecté ningln patrén periddico para el tiempo de muestreo.

3. Gracias las correlaciones temporales parece haber un indicio de transmisiéon denso-dependiente
de triatominos a murciélagos en la regién de Los Tuxtlas. Asimismo es probable que exista una
relacion de frecuento-dependencia de vectores a roedores.

4. El modelo tedrico Sl de la transmision silvestre de Trypanosoma cruzi no se ajusta a los datos
empiricos. Aparentemente, falta informacion de alguin otro reservorio competente, es decir, que
sea capaz de transmitir al parasito. O bien, transformar el modelo S| en otra de sus variantes y
agregar alguna otra categoria. Como podria ser la de dividir a los infectados en individuos en

etapa crénica e individuos en etapa aguda.

10 PERSPECTIVAS

El estudio de las enfermedades que incluyen organismos de ciclos de vida complejos, tal como T. cruzi,
aun siguen teniendo muchas incdgnitas, especialmente en los ciclos de transmision silvestres vy
sinantrépicos. Es necesario continuar con la colecta de datos de ejemplares que se encuentren en estos
ambientes. Asi como también generar un disefio que permita evaluar al ciclo de transmisién como un
sistema abierto, esto quiere decir que la transmisién estd ocurriendo de forma constante. Ademas es
necesario tomar en cuenta que no todos los reservorios potenciales van a tener la misma frecuencia de
contacto. El estudio de los ambientes silvestres de T. cruzi require de un mayor esfuerzo y se debe
considerar que debido a su naturaleza de infeccion puede representar una amenaza latente para la

transmisidon zoondatica.
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