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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario parasito
Trypanosoma cruzi y se transmite principalmente por los vectores hemipteros
conocidos como triatdbminos. Este parasito se puede encontrar tanto en humanos
como en mas de 150 especies de mamiferos, principalmente- en los perros
domésticos, quienes funcionan como uno de los hospederos principales en el ciclo
domeéstico de la enfermedad. En Querétaro existen registros de prevalencia a este
parasito en perros y en humanos en zonas rurales, sin embargo, no hay datos
para la ciudad de Querétaro y tampoco se conoce como pudieran estar
interactuando los perros en el ciclo de transmisién de este parasito en esta ciudad
y sus alrededores, por lo que es importante comparar la prevalencia de perros
afectados por T. cruzi. En este estudio se tomaron muestras sanguineas de perros
domésticos y ferales de la zona urbana y perirubana de la ciudad de Querétaro
para conocer si se encuentra este parasito en nuestra ciudad, ademas de saber
que tipo de linaje esta presente en el ciclo de transmision y si estos perros que
sean positivos a T. cruzi pudieran estar en contacto con los vectores en el

ambiente doméstico.
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INTRODUCCION
La enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas es provocada por el protozoario Trypanosoma
cruzi transmitida vectorialmente por hemipteros de la subfamilia Triatominae
(Molyneux y Ashford, 1983). Se estima que existen alrededor de seis a ocho
millones de personas infectadas por Trypanosoma cruzi, principalmente en
Latinoamérica, en donde se le considera endémica, sin embargo, recientemente
se han registrado personas con este parasito en Estados Unidos, Canada, algunos
paises europeos y del Pacifico Occidental; actualmente es considerada dentro de
las nueve enfermedades tropicales olvidadas de caracter prioritario para
investigacion y control por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010).
Actualmente no existe cura para esta enfermedad, sin embargo, existen
tratamientos comerciales para la fase temprana (aguda), ademas, se esta
trabajando con diferentes compuestos como terapias alternativas para eliminar
esta enfermedad en las diferentes fases del mal de Chagas (Marin et al., 2017;

Martin-Escolano et al., 2018; Moya et al., 1985).

Trypanosoma cruzi tiene un ciclo de vida diheteroxeno, es decir, cumple su
ciclo de vida en dos etapas (Fig. 1) (Molyneux and Ashford, 1983). Una etapa lo
cumple dentro de los hospederos mamiferos, y otra etapa la cumple dentro de los
insectos vectores. La etapa en los hospederos inicia cuando son picados vy
defecados por un triatbmino. En las heces se encuentran los tripomastigotes
metaciclicos, la fase infectiva del parasito. Los trypomastigotes tripomastigotes

metaciclicos entran a torrente sanguineo por la herida causada por la picadura,



buscando células para infectar. Una vez dentro de una célula, los tripomastigotes
se transforman en amastigotes, la fase replicativa dentro del hospedero, para
comenzar la proliferacion. Los amastigotes se transforman en tripomastigotes
sanguineos y rompen la célula para salir a torrente sanguineo en busqueda de
nuevas celulas para infectar. La otra etapa comienza cuando un triatbmino pica'y
se alimenta de un hospedero infectado, succionando sangre con tripomastigotes
sanguineos. Los tripomastigotes llegan al intestino medio del vector y se
transforman en epimastigotes, la forma replicativa dentro del triatdbmino. Una vez
que se multiplican los epimastigotes, se transforman en tripomastigotes

metaciclicos en el intestino posterior. Cuando el triatdbmino vuelve a alimentarse,

se llenan y defecan, liberando los tripomastigotes metaciclicos en un nuevo

El triatomino se alimenta y
defeca en un hospedero,
liberando los Trypomastigotes
metaciclicos en las heces

Después de la replicacion, los
Epimastigotes se transforman en
Trypomastigotes metaciclicos y

llegan a la ampolla rectal

‘fﬂ\\j

Los epimastigotes
comienzan a replicarse
en intestino medio y
posterior

El triatomino se alimenta de
sangre infectada y los
Trypomastigotes se transforman
en Epimastigotes

23 1B

O 4 0 oS v 0 =

El Trypomastigote
metaciclico entra en
sangre para buscar

‘/\\ % - células
N

Al entrar en unacélula se
transforma en Amastigote y
comienza a replicarse

C

Después de replicarse, sale de la
célula de nuevo a torrente
sanguineo en forma de
Trypomastigote

Fig. 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. De lado izquierdo se observa el estadio dentro del
vector, mientras que de lado derecho se observa el estadio dentro de los hospederos/reservorios
(Zamora-Ledesma, 2017)



hospedero (Tyler and Engman, 2001).

Tripanosomiasis americana en México
En nuestro pais, los estudios al respecto a la tripanosomiasis americana son
escasos y poco recientes, siendo regionales en la mayoria de los casos. En 1992
se llevd a cabo una encuesta epidemioldgica para conocer la prevalencia general
de tripanosomiasis americana en el pais, en la que se registré una prevalencia del
5.8% como valor mas alto en estados donde esta enfermedad es endémica, como

Chiapas y Oaxaca (Velasco-Castrejon et al., 1992).

Para el centro del pais, y particularmente en el estado de Querétaro, se han
llevado a cabo diferentes estudios para evaluar la prevalencia de T. cruzi en
humanos, tanto en poblaciones rurales como en la ciudad de Querétaro. Los
primeros registros de este parasito. en la region son de Villagran et al., (2005),
quienes estudiaron la prevalencia de T. cruzi en poblaciones rurales de 11
municipios de Querétaro, para la cual registraron valores de 8.16%, que son altos
en comparacion a los estados colindantes, considerados como zona no endémica
de esta enfermedad, y que presentaron valores menores al 3.2% (Velasco-
Castrejon et al., 1992; Villagran et al., 2005). Posteriormente se llevaron a cabo
mas estudios para darle seguimiento a la transmisidén de este parasito, como el de
Lopez-Céspedes et al., (2012), quienes evaluaron poblaciones humanas del area
periurbana de la ciudad de Querétaro, donde encontraron una prevalencia del
11.6%, mas alta que la registrada previamente por Villagran et al., (2005). Desde

entonces no se han llevado a cabo mas estudios al respecto.



Otro aspecto importante en donde se ha centrado la investigacién de esta

enfermedad es la riqueza y abundancia de sus vectores artropodos.

El papel de Canis lupus familiaris en la enfermedad de Chagas
Los humanos no son el unico hospedero de este parasito, en el ciclo
biolégico de Trypanosoma cruzi participan como hospederos diversas especies de
mamiferos domésticos y/o silvestres entre los que se han registrado mas de 150
especies, considerando a los mapaches (Procyon lotor) y. zarigueyas (Didelphis
virginiana) como reservorios principales de este parasito en Norte América,

incluyendo México (Brown et al., 2010; Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes 2012).

Hay que tomar en cuenta que en la transmision de Trypanosoma cruzi se
tienen diferenciados tres ciclos, selvatico, peridoméstico y doméstico. En cada uno
de estos ciclos intervienen especies con habitos distintos. Para el ciclo selvatico,
las especies de mamiferos que intervienen son en su mayoria de habitos
silvestres. Las especies con mayores registros en Latinoamérica son las
zarigleyas (Didelphis), oso hormiguero (Tamandua), armadillo (Dasypus),
murciélagos, .y roedores (Brown et al.,, 2010; Herrera, 2010; Molyneux and
Ashford, 1983). En este ciclo existen diferentes formas de transmision, desde la
vectorial en los nidos de roedores donde se encuentran habitando los triatbminos
de habitos silvestres, la transmision oral, por la ingesta de una presa infectada o
por alimentarse de triatbminos con el parasito, hasta la transmisién por contacto

con fluidos infectados, sea sangre o secreciones de glandulas con nidos de
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amastigotes. Para que un humano se infecte en este ciclo, debe tener contacto

directo con un animal infectado o con los vectores silvestres.

En el ciclo peridoméstico, las especies que intervienen presentan habitos
sinantropicos, es decir, que tienen tolerancia a las actividades humanas. Los
roedores, las zarigleyas y los mapaches son las especies con mas registros de T.
cruzi en este ciclo (Brown, 2008; Galaviz-Silva et al., 2017; Ruiz-Pina and Cruz-
Reyes, 2002). Estos animales pueden tener contacto con los triatbminos de
ambientes domésticos, con fauna doméstica y con los humanos, funcionando
como enlace entre el ciclo selvatico y el doméstico. La transmision se puede dar

por via vectorial, via oral por insectivora o depredacion, y contacto con fluidos.

En el ciclo doméstico, las especies que intervienen son de habitos
domiciliarios, principalmente humanos y fauna doméstica. En este ciclo, los perros
tienen un papel muy importante ya que pueden funcionar como puente entre el
ciclo peri-doméstico y el doméstico (Jimenez-Coello et al., 2008; Longoni et al.,
2011). La forma principal de transmision en humanos es por via vectorial, sin
embargo, la transfusion sanguinea y trasplante de 6rganos también se consideran
importantes (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2010; Villagran-Herrera y de Diego
Cabrera, 2008). En la transmision vectorial, los animales de compainia que se
encuentran infectados por T. cruzi se consideran como hospederos principales,
promoviendo la proliferacion del parasito y su transmision a otros hospederos

(Brown et al., 2010; Herrera, 2010).
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Fig. 2. Reservorios y hospederos de T. cruzi en México. En México existen pocos estudios sobre la fauna doméstica y
silvestre como reservorio de T. cruzi..Los animales mas estudiados son los perros domésticos (A) y las zarigleyas (B) debido a
su alta abundancia y a su movilidad entre distintos ambientes. En el ciclo doméstico también son importantes los gatos (B) y los
ratones caseros como Mus musculus (C) por su contacto directo con los humanos y su movilidad entre ambientes doméstico y
peridoméstico. Los zorrillos (E) y los roedores silvestres (F y G) son importantes en el ciclo peridoméstico por su conexion con
el ciclo selvatico. En el ciclo selvatico, los animales que mas importancia tienen son los armadillos (H) por su uso culinario en la

cocina mexicana y los murciélagos (l) por su alta abundancia y riqueza de especies (Zamora-Ledesma, 2017).
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Los canidos se han registrado como hospederos para este parasito,
principalmente los perros domésticos (Canis lupus familiaris), que juegan un papel
muy importante en el ciclo doméstico de transmision en ambientes urbanos,
periurbanos y rurales, ya que pueden estar en contacto directo con los vectores o
con fauna silvestre infectada por este parasito (Longoni et al., 2011). En el caso de
México y en otros paises de Latinoamérica, se han encontrado valores de
prevalencia de T. cruzi en perros domeésticos desde el 24% en Argentina hasta el
65% en Brasil (Solis-Franco et al., 1997; Estrada-Franco, 2006; Gdurtler et al.,
2007). En México se ha registrado a T. cruzi en perros de diferentes Estados,
como en Yucatan, en la ciudad de Mérida se encontré una prevalencia del 14.4%
de perros domésticos en ambiente urbano (Jimenez-Coello et al., 2008). En el
Estado de México, se registro un 21% de prevalencia en perros de la ciudad de
Toluca (Estrada-Franco, 2006). En Morelos se registré una prevalencia del 24.2%,
en Puebla de 10%, ambas.en ambientes periurbanos (Portugal-Garcia et al., 2011;
Sosa-Jurado et al., 2004). Particularmente en Querétaro, se cuentan con registros
previos sobre la prevalencia de este parasito (42.8%) en perros domésticos de
comunidades rurales (Villagran et al., 2009; Zamora-Ledesma et al., 2016). Sin
embargo, -no se han registrado casos de perros con este parasito en la zona

metropolitana de Querétaro.

Vectores de Trypanosoma cruzi
Los vectores de Trypanosoma cruzi son hemipteros de la familia Reduviidae,

especificamente de la subfamilia Triatominae (Molyneux y Ashford, 1983). En

13



México se encuentran registradas 31 especies de triatbminos, de las cuales, 19
especies tienen habitos domiciliarios, es decir, conviven directamente con los
humanos adaptandose a las condiciones de las viviendas (Ramsey et al., 2015).
Para el estado de Querétaro, actualmente se encuentran registradas seis
especies, Triatoma dimidiata, T. mexicana, T. pallidipennis y T. gerstaeckeri, T.
longipennis y T. barberi (Villagran et al., 2008; Ramsey et al., 2015). T. mexicana
y T. barberi son las de mayor numero de registros en Querétaro y sus estados
colindantes; ambas especies son de habitos domiciliarios (Ramsey et al., 2015).
Triatoma mexicana se encuentra registrada principalmente para la zona del
semidesierto y la Reserva de la Biosfera Sierra Gorda localizada al norte del
estado, mientras que Triafoma barberi se encuentra registrada para la zona
periurbana de la ciudad de Querétaro (Salazar-Schettino et al., 2014). Esta
especie se alimenta principalmente de sangre de humanos, perros y gatos ya que
normalmente habita dentro de las viviendas humanas (Zarate et al., 1980) y es
considerada como uno de-los principales vectores de T. cruzi en el pais (Ramsey

et al., 2015).
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Triatoma dimidjata Triatoma gerstaeckeri

Triatoma barberi Triatoma longipennis Triatoma pallidipennis
Fig. 3. Triatdminos registrados en el estado de Querétaro. Las especies mas

abundates son Triatoma mexicanay T. barberi
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AREA DE ESTUDIO
La Zona Metropolitana y la Zona Conurbada de Querétaro

La Zona Metropolitana de Querétaro (ZMQ) es el conjunto de municipios en
los que se distribuye la ciudad de Santiago de Querétaro. Debido al proceso de
crecimiento de la ciudad, se fue expandiendo desde su nucleo original en el
municipio de Querétaro, hacia los municipios vecinos de Humilpan, ElI Marqués y
Corregidora, la extension total de la ZMQ es de 207,036.22 hectareas. Dentro de
la ZMQ se encuentra la Zona Conurbada de Querétaro (ZCQ), es un
conglomerado urbano que engloba el nucleo urbano y las localidades que antes
eran rurales, la extension total de la zona conurbada es de 15,544.20 hectareas
(PNUMA et al., 2008). La zona periurbana se trata de una transicion entre las
zonas urbanas y las zonas rurales, es el resultado del proceso de crecimiento de

la ciudad y la absorcién de los espacios rurales que la rodean (Avila, 2009).
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Fig. 4. Zona Conurbada y Metropolitana de la ciudad de Querétaro. Mapa
del estado de Querétaro donde se muestra en color verde oscuro la Zona
Conurbada de la ciudad de Querétaro, mientras que en verde claro se
muestra la Zona Metropolitana de la ciudad de Querétaro (Zamora-Ledesma,
2017).
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JUSTIFICACION

La Enfermedad de Chagas es considerada una de las principales
‘enfermedades desatendidas” por la Organizacion Mundial de la Salud, esto como
consecuencia de que, hasta el momento, no se ha encontrado cura, presenta
sintomas generales durante su etapa aguda y es asintomatica en la etapa cronica
y registra una mayor prevalencia en areas con mayor indice de marginacion
(OMS, 2010). Es importante conocer la prevalencia de este parasito en perros
domeésticos en zonas urbanas, peri-ubanas y rurales, principalmente en aquellas
zonas en donde se sospecha su existencia pero se requiere de su confirmacion
formal, ya que se trata de uno de los hospederos de este parasito mas cercanos
al ser humano, siendo uno de los principales protagonistas en el ciclo doméstico
de transmision para T. cruzi, tomando en cuenta los habitos domiciliarios de los
vectores mas abundantes en Querétaro para este parasito. De esta manera se
podra conocer el panorama actual sobre T. cruzi en Querétaro, al detectarse la
prevalencia de T. cruzi en perros e identificar la o las cepas existentes vy
finalmente, si los perros domésticos estan participando en la transmisién de este
parasito a los humanos y si es asi, que zonas se encuentran con mayor riesgo de

transmision:.
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HIPOTESIS

En la Zona Metropolitana de Querétaro se ha registrado previamente la
presencia de T. cruzi en humanos, sin embargo, hasta el momento se desconoce
la presencia y exposicion a este parasito en otros hospederos o reservorios, en
particular los perros, que, debido a su abundancia, movilidad y su contacto directo
con los humanos y otros animales, pudieran servir como hospederos. importantes
para el ciclo de transmisién de Trypanosoma cruzi en la Zona Metropolitana de
Querétaro. Por lo tanto, se espera que los perros estén presentando anticuerpos al
parasito, lo que permitiria analizar la presencia de T.cruzi en sangre y determinar

el linaje al que pertenece.

Por lo tanto, se espera que los perros se encuentren expuestos al parasito
Trypanosoma cruzi y asi, esto permitiria evaluar la presencia a este parasito y
determinar si el linaje circulante en estos hospederos es el mismo. Ademas, para
que los perros sean considerados hospederos, se esperaria que los vectores se

pudieran presentar enla zona metropolitana de Querétaro.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es identificar la exposicion y presencia de
Trypanosoma cruzi en perros domésticos y conocer su potencial como uno de los
hospederos principales en la Zona Metropolitana de Querétaro, teniendo. como
objetivos particulares A) determinar la seropositividad a T. cruzi en los perros de
la Zona Metropolitana de Querétaro, posteriormente B) detectar molecularmente la
positividad al parasito para comprobar la presencia del mismo y determinar el
linaje al que pertenece y c) conocer la distribucion potencial y la probabilidad de
ocurrencia de vectores de Trypanosoma cruzi-en la Zona Metropolitana de
Querétaro para comparar las zonas donde hay perros positivos y las zonas donde

pudieran existir triatdbminos.
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1. SEROPOSITIVIDAD A TRYPANOSOMA CRUZI EN PERROS DE LA ZONA
METROPOLITANA DE QUERETARO

1.1.Introduccion

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la Tripanosomiasis Americana
(Molyneux y Ashford, 1983). Esta enfermedad, transmitida por vector, se
encuentra clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud como “enfermedad
tropical olvidada o desatendida” principalmente por ‘presentarse en mayor
proporcion en zonas con poblaciones humanas de escasos recursos (Paredes et
al., 2001; OMS, 2010; Vargas Martinez et al., 2011). Los humanos no son los
unicos hospederos de estos parasitos, ya que en el ciclo biolégico de T. cruzi
participan una gran cantidad de mamiferos silvestres y domésticos, ya sea como
reservorios o como hospederos, de los cuales, los perros domeésticos (Canis lupus
familiaris) se consideran como hospederos de importancia epidemioldgica,
principalmente por su-abundancia en el peridomicilio, su contacto directo con los
humanos y el posible contacto con fauna silvestre infectada o con los vectores de
este tripanosomatido (Arjona-Jiménez et al., 2012; Herrera, 2010; Longoni et al.,

2011).

En México (Fig. 5), el registro de este parasito en perros domésticos se ha
localizado principalmente hacia el sureste del Pais como es el caso de la
Peninsula de Yucatan, considerada como zona endémica para la Tripanosomiasis
Americana (Dumonteil, 1999). En estudios recientes, T. cruzi ha sido registrado en

el centro del pais, en los estados de Puebla, Estado de México y Morelos (Alberto
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Barbabosa-Pliego et al., 2011; Carrillo-Peraza et al., 2014; Z Garcia-Vazquez et

al., 1995; Jiménez-Coello et al., 2015).
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entre ellos destaca la peninsula de Yucatan (Zamora-Ledesma, 2018) .
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En el estado de Querétaro existen registros de seropositividad en perros a
estos parasitos, principalmente en comunidades rurales, algunas a 50 km de
distancia de la capital del Estado (Villagran-Herrera et al., 2018; Zamora-Ledesma
et al., 2016). Por lo tanto, considerando el escenario anterior, se desconoce si los
animales en la Zona Metropolitana de la ciudad de Querétaro hayan estado en
contacto con los tripanosomatidos, considerando la alta movilidad de los perros
domésticos, de la poblacién humana al ser el estado de Querétaro zona de paso
entre el norte y sur del pais lo cual incrementa el riesgo de infeccién para la
poblacion humana residente de la region y por la posible presencia de los
vectores, lo cual, situa al estado de Querétaro como uno de los estados del centro
de México cuya poblacion presenta el mayor riesgo de contraer Chagas
actualmente (Carabarin-Lima et al.,72013). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue determinar la seropositividad a trypanosomatidos en perros callejeros y ferales
de la Zona Metropolitana de Querétaro, que incluye a los municipios de Querétaro

de Arteaga en donde se situa la capital de estado y del municipio de El Marqués.
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1.2. Materiales y Métodos
1.2.1. Obtencién de muestras de perros domésticos.

Las muestras sanguineas de perros fueron donadas por los centros de
Control Animal de los municipios de la zona metropolitana y de la capital del
estado, con previo convenio de colaboracion. Los centros de control animal que
participaron en este proyecto son: Unidad de Control Animal del municipio de
Querétaro (20.566380, -100.389382) y el Centro de Control Animal Municipal de El
Marqués (20.640844, -100.249771). Se obtuvo una muestra sanguinea de 10 ml
por puncion en la vena cefalica, 5 ml sera colocada en un tubo vacutainer sin

anticoagulante (BD vacutainer®) para extraer suero sanguineo.

1.2.2. Analisis serolégico (ELISA indirecto y Western Blot) de las

muestras de sangre.

ELISA. Para las pruebas ELISA se utilizé como antigeno en todos los casos
una fraccion parcialmente purificada de la enzima superdxido dismutasa de hierro
excretada (FeSODe) de acuerdo a la técnica descrita por Marin et al., (2007). La
fraccion parcialmente purificada de la proteina (FeSODe) sera revestida sobre
placas de micro titulacion de poliestireno (Nunc, Dermark) en tampdn de carbonato
(pH 8.2) por 24 h en camara humeda a 4 °C. Las placas fueron bloqueadas con
Albumina Sérica Bovina en 0.01 M de solucién salina tamponada con fosfato

(PBS; pH 7,2) que contiene 0.05% de Tween 20 (Merck KGaA, Alemania).
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Los anticuerpos acumulados en una dilucion de suero de 1:100 en PBS
fueron revelados con Inmunoglobulina G anti-perro (Fc specific) conjugado con
peroxidasa (Sigma Immunochemical; dilucion 1/1000). La reaccion de la enzima se
reveladé con el sustrato cromogénico O-fenilenediamina hidrégeno peréxido
(Sigma Immunochemical) y 10 pl de H202 al 30% por 25 ml durante 30 min en
oscuridad y bloqueadas con acido clorhidrico 3 M (Fig. 5.). La absorbancia fue
leida en lector de placas (Sunrise TM, TECAN) a 495nm. Todas las muestras se
analizaron por triplicado en placas de microtitulacion de poliestireno. La media y la
desviacidon estandar (SD) de las densidad opticas del control negativo (2 perros

sanos) se utilizaran para calcular el valor de corte (media + 3x SD).

Analisis de Western Blot.

Las fracciones parcialmente purificadas de la proteina (FeSODe) de T. cruzi
y de L. mexicana se corrieron en geles IEF 3-9 y posteriormente, fueron
transferidos a nitrocelulosa durante 20 min (manual del Sistema Phast). La
membrana se bloqued por 24 h a 4°C usando gelatina a 0.4% y Tween 20 al 0.2%
seguido de tres lavados en Tween 20 al 0.1% en PBS (PBS-T) y posteriormente
se incub6 por 2 h a temperatura ambiente con sueros de los hospederos en
dilucion de 1/100. Posteriormente, se lavo de nuevo por triplicado y la membrana
se incubd adicionalmente durante 2 h con el anticuerpo secundario,
inmunoglobulina G anti-perro (Fc specific) ligado a peroxidasa (Sigma
Immunochemical; dilucién 1/1000). Posterior al lavado, se anadié el sustrato
diaminobenzidina (0.5mg/ml en tampon Tris/HCI 0.1 M, pH 7.4, conteniendo
1/5,000 H202 [10v/v]) y la reaccion se detuvo con diversos lavados en agua

destilada.
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1.2.3. Analisis estadistico
Se hizo una prueba de distribucién de proporcion para determinar si el
porcentaje de seropositividad obtenido se comporta como zona endémica o0 no
endémica con una proporcion hipotética de 17.55% y 8.36% respectivamente,
obtenidos del promedio de registro de T. cruzi en perros de cada zona en México

(Clopper and Pearson, 1934; Sokhal and Rohlf, 1970).

Asociacion entre variables zona y condicion

Para probar la asociacion entre las variables zona (urbana, peri-urbana) y
condicion (negativos, positivos a T. cruzi, Positivos a L. mexicana y positivos a
ambos) se utilizé una prueba de chi cuadrado (Everitt, 1992; Sokhal and Rohlf,

1970).
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1.3.Resultados
1.3.1. Obtencion de muestras

Perros. Del total de muestras obtenidas, se han analizado 303 sueros de
perros procedentes de los CAM de la ZMQ, 177 muestras provienen del UCAM del
municipio de Querétaro, mientras que 126 muestras provienen del CAAM del

municipio de El Marqués.
1.3.2. Analisis serolégico (ELISA indirecto)

Los analisis de las muestras de suero en el ensayo de ELISA utilizando la
FeSODe como antigeno mostraron que 98 de 303 muestras fueron positivas para
Trypanosoma cruzi. De las muestras que fueron positivas, 66 pertenencen al

UCAM del municipio de Querétaro, y 32 al CAAM del municipio de El Marqués.
1.3.3. Analisis serologico (Western Blot)

Las muestras que obtuvieron resultado positivo mediante la prueba de ELISA
utilizando la FeSODe como antigeno se analizaron mediante la técnica de
Western Blot para confirmar su positividad (Fig. 8). De las 98 muestras positivas
mediante ELISA, 31 muestras se confirmaron con seropositividad frente a T. cruzi.
16 muestras proceden del UCAM del municipio de Querétaro, mientras que las 15

restantes provienen del CAAM del municipio de El Marqués.
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Fig. 6. Placa de ELISA con muestras de suero de perro positivas (color oscuro) y negativas
(color claro) a Trypanosoma cruzi.
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1.3.4. Analisis estadistico

Prueba de distribuciéon de probabilidad. La proporcion de seropositividad

observada fue diferente a los esperado de acuerdo a la hipotesis de zonas

endémicas, y similar a lo esperado bajo la hipotesis de zonas no endémicas (Tabla

1)

Table 1.Prueba de comparacién de proporciones.

Zonas endémicas

Zonas no endémicas

Proporcion observada 0.1023
N : 303
95% conf. interval (0.06818
(normal): 0.1364)
Proporcion hipotética: 0.1755
Z: -3.3496
p (same): 0.00080916

Proporcién observada 0.1023
N : 303
95% conf. interval (0.06818
(normal): 0.1364)
Proporcion hipotética: 0.0836
Z: 1.176
p (same): 0.23958
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Asociaciéon entre zona urbana y peri-urbana. La asociacién entre las
variables zona y condicion no mostraron diferencias significativas en ningun valor,
a excepcion de los valores de co-infeccion que contribuyen significativamente a la

asociacion entre variables. (Tabla 2).

Tabla 2. Asociacién de variables entre zona y condicién

Observado
Total negativos Tc Lm Positivo a ambos
Urbano 159 16 1 0
Periurbano 108 11 4 4
Esperado
Urbano 155.09 15.683 2.9043 2.3234
Periurbano 111.91 11.317 2.0957 1.6766
Residuales ajustados
Urban 1.4073 0.12948 -1.7404 -2.3701*
Periurban -1.4073 -0.12948 1.7404 2.3701*

Tc = Positivos a T. cruzi, Lm = Positivos a L. mexicana, * = categorias que

contribuyeron significativamente a la asociacion entre variables
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Fig. 7. Tiras de ensayo de Western Blot con muestras de suero de perro positivas
(banda-marcada) a Trypanosoma cruzi. M= Actividad de la FeSODe revelada de
acuerdo a Beyer y Fridovich (1983) utilizado como marcador positivo (Zamora-

Ledesma, 2020).
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Tabla 2. Relacion de las muestras de suero de perros de Querétaro y El Marqués, positivas a Trypanosoma cruzi
mediante ensayos de ELISA y WB usando a Fe-SODe como antigeno

Clave Procedencia ELISA WB Clave Procedencia ELISA WB Clave Procedencia ELISA wB

2 CAM QRO Positivo Negativo 48 CAM QRO Positivo Positivo 122 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
4 CAM QRO Positivo Negativo 50 CAM QRO Positivo Negativo 123 CAM-EL MARQUES Positivo Negativo
5 CAM QRO Positivo Positivo 51 CAM QRO Positivo Positivo 124 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
7 CAM QRO Positivo Negativo 62 CAM QRO Positivo Positivo 126 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
9 CAM QRO Positivo Positivo 72 CAM QRO Positivo Positivo 128 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
10 CAM QRO Positivo Negativo 74 CAM QRO Positivo Negativo 132 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
11 CAM QRO Positivo Positivo 77 CAM QRO Positivo Negativo 133 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
12 CAM QRO Positivo Negativo 78 CAM QRO Positivo Negativo 134 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
14 CAM QRO Positivo Negativo 86 CAM QRO Positivo Negativo 135 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
15 CAM QRO Positivo Positivo 87 CAM QRO Positivo Negativo 136 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
18 CAM QRO Positivo Negativo 88 CAM QRO Positivo Negativo 137 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
21 CAM QRO Positivo Negativo 89 CAM QRO Positivo Negativo 138 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
22 CAM QRO Positivo Negativo 90 CAM QRO Positivo Negativo 139 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
23 CAM QRO Positivo Positivo 91 CAM QRO Positivo Positivo 142 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
24 CAM QRO Positivo Negativo 92 CAM QRO Positivo Negativo 144 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
25 CAM QRO Positivo Negativo 93 CAM QRO Positivo Positivo 145 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
29 CAM QRO Positivo Negativo 95 CAM QRO Positivo Negativo 146 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
30 CAM QRO Positivo Negativo 97 CAM QRO Positivo Positivo 147 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
31 CAM QRO Positivo Negativo 98 CAM QRO Positivo Negativo 148 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
32 CAM QRO Positivo Negativo 100 CAM QRO Positivo Negativo 149 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
33 CAM QRO Positivo Negativo 101 CAM QRO Positivo Negativo 150 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
34 CAM QRO Positivo Negativo 102 CAM QRO Positivo Negativo 151 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
35 CAM QRO Positivo Negativo 107 CAM QRO Positivo Negativo 154 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
36 CAM QRO Positivo Negativo 109 CAM QRO Positivo Negativo 156 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
37 CAM QRO Positivo Negativo 110 CAM QRO Positivo Positivo 157 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
38 CAM QRO Positivo Negativo 111 CAM QRO Positivo Negativo 159 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
39 CAM QRO Positivo Negativo 112 CAM QRO Positivo Negativo 162 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
40 CAM QRO Positivo Positivo 114 CAM QRO Positivo Negativo 163 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
41 CAM QRO Positivo Negativo 115 CAM QRO Positivo Negativo 165 CAM EL MARQUES Positivo Positivo
42 CAM QRO Positivo Negativo 116 CAM QRO Positivo Positivo 167 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
43 CAM QRO Positivo Positivo 117 CAM QRO Positivo Negativo 170 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
44 CAM QRO Positivo Negativo 118 CAM QRO Positivo Negativo

45 CAM QRO Positivo Negativo 120 CAM QRO Positivo Negativo

47 CAM QRO Positivo Negativo 121 CAM EL MARQUES Positivo Negativo
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1.4.Conclusion

El diagndstico serologico de trypanosomatidos es una herramienta util para
conocer la exposicion a estos parasitos en ciertas zonas de interés. El uso de la
FeSODe de trypanosomatidos como antigeno ha tenido resultados eficientes en
las pruebas serolégicas con humanos y perros, obteniendo valores altos de
sensibilidad (99%) y especificidad (98%), lo que la convierte en un buen marcador
(Marin et al., 2007, 2004). En este caso se registré por primera vez seropositividad
a Trypanosoma cruziy a Leishmania mexicana en perros dela Zona Metropolitana
de Querétaro, el area mas poblada del estado de Querétaro y zona de paso entre
el norte y sur del pais (PNUMA et al., 2008).

El analisis estadistico para los resultados obtenidos muestra que el
porcentaje de seropositividad obtenido se considera similar a lo esperado en
zonas que no son endémicas para 7. cruzi, de acuerdo a lo encontrado en estados
del centro de México (A. Barbabosa-Pliego et al., 2011; Z. Garcia-Vazquez et al.,
1995; Quijano-Hernandez et al., 2012; Sosa-Jurado et al., 2004). Por su parte, el
resultado obtenido para Leishmania mexicana es importante debido a que se
considera de los primeros registros de este parasito en el centro de México. Este
hallazgo podria indicar la presencia de los vectores para ambos parasitos en la
Zona Metropolitana de Querétaro, sobretodo para Leishmania mexicana, ya que la
via vectorial es la unica forma de transmision para este parasito. Sin embargo no

se ha registrado ningun triatomino ni flebotémino en esta zona.
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En este estudio se esperaba encontrar mayor proporcion de muestras
positivas para cada parasito en la zona periurbana en comparacion a la zona
urbana, debido a que las caracteristicas del habitat para los vectores son mas
parecidas a lo establecido en sitios similares (Ramsey et al., 2015), sin embargo,
las pruebas estadisticas demuestran que no existe diferencia significativa entre
ambas zonas y condiciones (a excepcion de la condition of coinfection, sin
embargo, se considera dentro de lo esperado) lo que resalta el registro de
seropositividad en perros dentro del nucleo urbano de Querétaro, en donde es
dificil imaginar la presencia de dichos vectores, sin embargo, la alta movilidad de
los perros podria explicar este resultado (Arjona-Jiménez et al., 2012; Jiménez-
Coello et al., 2015).

A pesar de que existen registros de los vectores (al menos para T. cruzi) en
algunas partes del estado (Villagran et al., 2008), la Zona Metropolitana de
Querétaro carece de esta informacion, por lo que para asegurar si estos
resultados positivos podrian presentar un factor de riesgo epidemiolégico en la
transmision de dichos parasitos a los humanos, se requieren mas evidencias que
corroboren si el ciclo de vida de ambos trypanosomatidos se encuentra completo
en esta zona. Para tener mas informacién sobre el comportamiento de estos
trypanosomatidos en la Zona Metropolitana de Querétaro, se recomienda llevar a
cabo la busqueda de los triatbminos y flebotominos en las localidades que

mostraron resultados positivos y verificar que presenten estos parasitos.
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2. DETERMINACION DE LINAJES DE TRYPANOSOMA CRUZI PRESENTES
EN EL CICLO DE TRANSMISION DOMESTICO EN LA ZONA
METROPOLITANA DE QUERETARO

2.1.Introduccion

La taxonomia de Trypanosoma cruzi es compleja debido a diferentes
factores de su ciclo de transmision, considerando a esta especie como -un conjunto
de poblaciones y cepas circulantes en los hospederos, reservorios y vectores, ya
sean domésticos o selvaticos (Guzman-Marin et al.; 1999). Hay que tomar en
cuenta que existe una diferencia en severidad de la tripanosomiasis tanto en
humanos como en otros mamiferos, que se debe al pleomorfismo presentado por
T. cruzi (Molyneux and Ashford, 1983; Tay et al., 1987). Debido a las diferentes
interacciones entre las distintas especies de vectores y hospederos, T. cruzi ha
sufrido cambios biologicos, bioquimicos y moleculares, dividiendo al parasito en
diferentes linajes y cepas (Guzman-Marin et al., 1999). Los distintos linajes y
cepas han demostrado wuna variabilidad intraespecifica en diferencias
morfoldgicas, virulencia, tropismo tisular, resistencia a los tratamientos quimicos, y
antigenos presentados (Brener, 1985). Se cree que estos cambios se deben a la
interaccion entre linajes selvaticos y domésticos en diferentes grados de

antropizacion (Wendel et al., 1992).

A partir de 1950 se comenzo con los estudios para la caracterizacion de las

diferentes cepas de T. cruzi, diferenciandose en métodos bioldgicos, biquimicos y
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moleculares (Guzman-Marin et al., 1999). Los métodos biolégicos de
caracterizacidon se basan principalmente en el tropismo tisular que tiene el parasito
en el hospedero. Por su parte, los métodos bioquimicos demuestran la diferencia
enzimatica para las cepas de T. cruzi. Actualmente los métodos moleculares son
los mas utilizados debido a que se detectan variaciones en el ADN del

Kinetoplasto (Guzman-Marin et al., 1999)

Linajes de Trypanosoma cruzi.

Las poblaciones de Trypanosoma cruzi se -encuentran diferenciados
genéticamente en dos principales linajes, Tcl, asociado al ambiente silvestre, y
Tcll, asociado a la transmison doméstica (Souto et al., 1996) . Particularmente Tcll
se ha dividido en cinco subgrupos, dependiendo de los vectores y la localizacidn
geografica en la que se presente (Brisse et al., 2001, 2000; Herrera, 2010)Il. Aun
asi, se sigue reconociendo a los dos principales linajes para identificar el tipo de
ciclo del que provienen la infeccion (Bosseno et al., 2009; Franco and Grimaldi,
1999; Souto et al., 1996). Sin embargo, en Querétaro se desconoce que linajes
pudieran estar presentes, principalmente en el ciclo doméstico (Bosseno et al.,
2002). Los perros domésticos pudieran servir como centinelas en el estudio de
linajes de Trypanosoma cruzi debido a su alta abundancia, a su contacto directo
con los humanos y a su alta movilidad, ademas de la facilidad para obtener
muestras. En este estudio se espera encontrar la presencia del linaje Tcll
asociado a ambientes domeésticos, sin embargo podria existir la posibilidad de que

se presente Tcl en los perros de zonas perirubanas y rurales.
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2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Obtencion de muestras

Las muestras sanguineas de perros fueron donadas por los centros de
Control Animal de los municipios de la zona metropolitana y de la capital del
estado, con previo convenio de colaboracion. Los centros de control animal que
participaron en este proyecto son: Unidad de Control Animal del municipio de
Querétaro (20.566380, -100.389382) y el Centro de Control Animal Municipal de El
Marqués (20.640844, -100.249771). Se obtuvo una muestra sanguinea de 10 ml
por puncion en la vena cefalica, 5 ml se colocaron en un tubo vacutainer sin
anticoagulante (BD vacutainer®) y el resto (5 ml) en un tubo con EDTA como

anticoagulante refrigerandose para su posterior procesamiento.

2.2.2. Presencia de T. cruzi en perros

Extraccién de ADN. Para la extraccion de ADN de las muestras de sangre
se utilizo el protocolo del kit de la matriz Instagene (Bio-Rad). Se afadieron 10 mL
de muestra -sanguinea a 490 mL de agua desionizada en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL. Se mezcl6 con vortex durante 10 segundos y se dejé
incubar-entre 15 y 20 minutos. Posteriormente se centrifugo el tubo a 10000 RPM
por tres minutos. Se retird cuidadosamente el todo sobrenadante dejando entre
20-30 mL sin remover el sedimento, al cual se le afnadié 100 mL de la matriz de
Instagene (en agitacion magnética) y se incubo a 56 °C entre 15-30 minutos.

Pasado este tiempo, se mezcl6 en el vortex a alta velocidad durante 10 segundos.
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Posteriormente se coloco el tubo de la muestra en agua hirviendo a 100°C durante
8 minutos. Después de ese tiempo se pasé al vortex por 10 segundos y se
centrifugd a 10000 RPM durante tres minutos. Del resultado se separaron 8 mL y
2 mL del sobrenadante para el diagnéstico molecular y la diferenciacién de linajes
por PCR convencional, respectivamente.

Diagnoéstico molecular de presencia de T. cruzi. Las muestras de ADN de
los perros fueron analizadas por PCR convencional para determinar la positividad
a T. cruzi utilizando a la pareja de oligonucledtidos especificos que amplifican ADN
del Kinetoplasto: Tc 121 (5- AAA TAA TGT ACG GGK GAG ATG CAT GA-3")y
Tc 122 (5°- GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTAATATA-3)

El protocolo de PCR convencional que se utilizo fue usando las siguientes
condiciones: 8 mL ADN de las muestras de perros y triatominos. El volumen final
de la reaccion a 20 mL contendra: 10 mL GoTaqg Green Master Mix, 0.6 mL agua
libre de nucleasas y 0.7 mL de cada oligo.

Las condiciones de. amplificacion propuestas fueron lae siguientes: una
temperatura inicial de desnaturalizacion a 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion del ADN a 94°C por 50 seg, alineamiento de los oligos a 63.5°C
por 50 seg, y elongacion de la cadena a 72°C por 50 seg, y un periodo de
elongacion final a 72°C por 5 min. Los amplicones fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio y
observados en luz UV. Los productos de PCR de 330 pb estan esperados para

Tc121y Te122.

2.2.3. Linajes de T.cruzi
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Las muestras que obtuvieron resultados positivos en el diagnéstico con los
oligos Tc121 y Tc 122 fueron analizadas por PCR convencional para determinar el
linaje al que pertenecen. Los oligonucleétidos que se utilizaron para determinar
linaje fueron los sugeridos por Souto et. al., que amplifican una region intergénica
del mini-exon: TC 1 (5’ - GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC - 3'), TC 2 (5™-
CCT GCA GGC ACACGT GTG TGT G-3")y TcC (5 CCC CCC TCC CAG GCC
ACA CTG - 37). La mezcla de reaccion fue 10 mL de GoTaq Green Master Mix,
1mL de cada oligo (Tc 1, Tc 2 y TcC), 1 mL de Dimetil Sulféxido (DMSO) y 6 mL
de ADN de la muestra. Las condiciones de amplificacion en termociclador fueron
las siguientes: una temperatura inicial de desnaturalizacion a 94°C por 3 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion del ADN a 94°C por 30 seg,
alineamiento de los oligos a 55°C por 30 seg, y elongacién de la cadena a 72°C
por 30 seg, y un periodo de elongacion final a 72°C por 10 min. Se prepar6 un gel
de agarosa al 2.5% con Bromuro de Etidio como revelador para separar los
amplicones resultantes, los cuales dependen del linaje al que pertenecen, siendo

350 pb para Tc1y 300 pbpara Tc2.
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2.3.Resultados

2.3.1. Positividad a T.cruzi

De las 303 muestras de sangre de perro, 18 de ellas obtuvieron resultado
positivo al diagndstico molecular con Tc 121y Tc 122, 10 muestras pertenecientes

a la UCAM y ocho al CAAM.

2.3.2. Linajes de T. cruzi

De las muestras que obtuvieron resultados positivos, 11 pertenecen al linaje

Tcll y cuatro al linaje Tcl

2 3 45 6.78 9 101 1213 14 1516 1718 +

Fig. 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% para detectar los linajes Tcl (350
pb) y Tcll (300 pb). + es el control positivo, M es la escalera de 1Kb de pb,- es el

control negativo (Zamora-Ledesma, 2018).
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2.4.Conclusion

El diagndstico molecular para T. cruzi nos ayuda a registrar la presencia del
parasito en la muestra de sangre que queremos analizar, ya que los
oligonucledtidos utilizados pertenecen directamente al organismo en cuestién. En
este caso, las muestras de los 303 perros analizados registraron un 5.9% de
positividad a la presencia del parasito, demostrando principalmente que T. cruzi si
se puede encontrar en la Zona Metropolitana de Querétaro. Sin embargo, hasta el
momento se desconoce el método de transmision, ya que no se han registrado
vectores para este parasito en esta zona. Es muy probable que en algunos sitios
de la Zona Metropolitana de Querétaro, esta transmision se pudiera estar dando
por contacto con fauna silvestre infectada, ya que en otros estudios de nuestro
grupo se ha registrado la presencia de este parasito en mamiferos carnivoros de
localidades del municipio de El Marqués (Amazcala y Zibata). Si bien, este
diagnostico es importante, también nos interesa conocer el linaje al que pertenece
dicho parasito, ya que nos-ayuda a identificar la posible ruta por la que se produjo
la infeccidn. Para T. cruzi se tienen bien diferenciados dos ciclos de transmision
(Selvatico y domiciliar/peridomiciliar), en los que se han encontrado diferencias
(morfologicas, bioldégicas y moleculares) en los organismos de T. cruzi. Estas
diferencias lograron concentrar a T. cruzi en dos grandes grupos: Tcl y Tcll.
Conociendo el linaje al que pertenece la muestra, se puede conocer de donde
pudo venir la transmision y asi poder llevar a cabo teorias y entender mejor el ciclo
biolégico de T. cruzi. En este caso, el resultado fue interesante, ya que se

registaron ambos linajes en las muestras de los perros obtenidos. Esto nos puede
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indicar dos cosas, un escenario en el que el ciclo doméstico/peridomestico existe y
se pudiera encontrar completo, faltando por encontrar y registrar los vectores, y
otro escenario en el que la transmisién se pudiera llevar a cabo por la via tréfica,
es decir, T. cruzi proviene de un ambiente silvestre y se esta pasando hasta los
perros por depredacion o contacto con fauna silvestre infectada por este parasito'y
de este linaje. Pero al presentarse ambos linajes en nuestras muestras, nos
pudiera estar indicando que seria posible que ambos escenarios se estuvieran
presentando en la Zona Metropolitana de Querétaro. Finalmente no se puede
concluir si uno o ambos escenarios se estan presentando debido a la falta de
registros de vectores, tanto de especies domiciliares como de especies silvestres.
Para reforzar este trabajo es importante llevar a cabo un estudio entomoldgico en
forma, tanto en la zona urbana como en la zona periurbana y rural, con el fin de
buscar y encontrar estos vectores, ya sean especies domésticas y silvestres.
Recientemente se encontré un ejemplar de Triatoma barbenr en la zona urbana de
Querétaro, dando indicios de la posibilidad de registrar el ciclo completo de

transmision en la Zona Metropolitana de Querétaro
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3. DISTRIBUCION POTENCIAL DE TRIATOMINOS EN EL ESTADO DE
QUERETARO

3.1.Introduccién

La enfermedad de Chagas, o Tripanosomiasis americana, es causada por el
protozoario parasito Trypanosoma cruzi (Molyneux and Ashford, 1983). Este
parasito se transmite principalmente por la via vectorial, que en este caso son
hemipteros de la familia Reduviidae, especificamente de la subfamilia Triatominae
(Molyneux y Ashford, 1983). En México se encuentran registradas 31 especies de
triatdminos, de las cuales, 19 especies son de habitos domiciliarios (Ramsey et al.,
2015). Para el estado de Querétaro se encuentran registradas cuatro especies del
género Triatoma, siendo estas Triatoma dimidiata, Triatoma mexicana, Triatoma

pallidipennis y Triatoma gerstaeckeri (Villagran et al., 2008).

El modelaje de la distribucion potencial de las especies es una herramienta
util para conocer donde se podrian encontrar registros de diversos organismos
(L6pez-Cardenas et al., 2005; Torres Olave, 2019). En este caso, modelar la
distribucion potencial del género Triatoma nos podria indicar en donde se estan
encontrando los vectores para la enfermedad de Chagas, y donde llevar a cabo
medidas de vigilancia y control epidemiologico para evitar un incremento en la
prevalencia de esta enfermedad, ademas de que se encuentran registros de

humanos con la enfermedad de Chagas en zonas rurales del Estado (Cruz-Chan
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et al., 2009; Dumonteil and Gourbiere, 2004; Jimenez-Coello et al., 2010; Villagran

et al., 2008).

Actualmente existen mapas de la distribucion potencial de las 31 especies de
triatbminos (Ramsey et al., 2015), incluyendo las especies registradas en
Querétaro, sin embargo, la escala que se utiliza es a nivel pais, y muchas de las
bases de datos utilizadas en ese momento ya se encuentran desactualizadas. El
objetivo de este estudio fue modelar la distribucién potencial de dos especies de
triatdminos (T. barberi y T. mexicana) en el estado de Querétaro, y conocer que
sitios tienen mayor probabilidad de ocurrencia para estos vectores de T. cruzien la

zona metropolitana de Querétaro.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Distribucion potencial

A partir de datos de presencia obtenidos de las bases de CONABIO y GBIF
se trabajaron dos especies: Triatoma mexicana (101 registros) y T. barberi (6).
Para la construccion del modelo se emple6 el programa The Maxent (version
3.3.3e) (Phillips et al., 2006; Phillips and Dudik, 2008). Se emplearon las 19
variables climaticas de la base de datos WordClim version 2.0 (www.wordclim.org,

consultada 06 de julio 2017). Descritas en el mismo sitio.

Estas variables climaticas fueron complementadas con topograficas tales
como el modelo digital de la elevacién, la pendiente, el aspecto y el indice
topografico de humedad (Sarkar et al., 2010) las ultimas tres obtenidas a partir de
la primera. Se llevé a cabo un primer modelamiento para descartar las variables
ambientales topograficas con. minima o nula contribucion en la construccion del
modelo. Posteriormente, se llevé a cabo un segundo modelaje de 15 corridas sin

las anteriores.

Para el modelamiento en el caso de Triatoma mexicana se utilizaron el 75%
de los registros para generar el modelo y el restante para comprobarlo. Por otra
parte, con T. barberi, todos los registros se emplearon en su construccion. La
precision de los modelos fue evaluada segun Phillips et al. (2006), tomandose en

cuenta el area debajo de la curva ROC/AUC, la cual es el mejor indicador. Toda la

59



informacion obtenida se trabajo con el programa ArcGis v. 10.(x) en formato Ascii

Grid.

3.3.Resultados
3.3.1. Distribucion potencial de Triatdminos
Los criterios para seleccionar registros fueron por encontrarse en fuentes
confiables y por distribucién dentro del Estado de Querétaro. De los 427 registros
de T. mexicana en la base de datos, se seleccionaron 101, mientras que para T.

barberi, de los 186 registros, unicamente se utilizaron seis.

El mapa resultante para T. mexicana indica una probabilidad Alta y Media-
Alta de distribucién para este vector en el centro del Estado, principalmente en la
zona del Semidesierto (Figura 1. Mapa de distribucion potencial de Triatoma
mexicana en Querétaro.). Por su parte, el mapa resultante para T. barberi indica
una probabilidad media a media-baja de que este vector se distribuya en el Estado
de Querétaro, particularmente en el sur (Bajio) y centro del mismo (Semidesierto)
(Figura 2. Mapa de distribucion potencial de Triatoma barberi en Querétaro). De
todas las variables bioclimaticas y topograficas utilizadas, las cinco mas
representativas para T. mexicana fueron: Precipitacion estacional, Precipitacion
del trimestre mas humedo, Pendiente, Temperatura maxima del mes mas frio y
Precipitacion del mes mas humedo (Tabla 1).

Para T. barberi, las cinco variables mas representativas fueron: Pendiente,
Isotermalidad, Precipitacion del mes mas humedo, Rango de temperatura media

diurna y Precipitacion media diurna (Tabla 2).
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Distribucién potencial de Triatoma mexicana en Querétaro
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Fig. 10. Mapa de la distribucion potencial de Triatoma mexicana para el estado de Querétaro, en
colores calidos se puede apreciar una mayor probabilidad de ocurrencia para este vector (Zamora-

Ledesma, 2017).
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Distribucién potencial de Triatoma barberi en Querétaro
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Fig. 11. Mapa de la distribucion potencial de Triatoma barberi para el estado de Querétaro.
En colores calidos (amarillo, naranja y rojo) se puede observar una mayor probabilidad de

ocurrencia para esta especie de vector (Zamora-Ledesma, 2017).
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Tabla 3. Variables climaticas y topograficas mas representativas para Triatoma mexicana.

Se incluye su porcentaje de contribucién y su importancia de permutacion.

Variable

Porcentaje de

contribucion

Importancia de

permutacion

Precipitacion estacional
Precipitacion del trimestre mas
humedo
Pendiente
Temperatura maxima del mes mas
frio
Precipitacion del mes mas humedo
Modelo digital de Elevacién
Isotermalidad
Rango de temperatura anual
Precipitacion del mes mas seco
Precipitacion del trimestre mas frio
Temperatura maxima del'mes mas
caliente
Precipitacion del cuarto mas caliente

Precipitacion anual

21.3

19.9

13.6

9.2

8.2

8.2

6.7

41

2.6

24

1.7

1.6

0.5

5.6

1.2

24.3

28.3

13

2.8

9.2

0.8

3.9

4.2

4.2

1.9

0.4

63



Tabla 4. Variables climaticas y topograficas mas representativas para Triatoma barberi. Se

incluye su porcentaje de contribucién y su importancia de permutacion.

Porcentaje de

Importancia de

Variable
contribucion permutacion
Pendiente 18.6 19.8
Isotermalidad 16.8 1.3
Precipitacion del mes mas humedo 12.5 4.6
Rango de temperatura media diurna 12.2 4.5
Precipitacion del trimestre mas seco 11.7 15.6
Precipitacion del mes mas seco 8 2.3
Precipitacion estacional 5.6 3.2
indice topografico de humedad 5.6 0
Temperatura maxima del mes mas
5.4 9.5
frio
Rango de temperatura anual 2.3 22.7
Modelo digital de Elevacién 1.2 16.6
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3.4.Conclusion

El modelo de distribucién potencial de Triatoma mexicana muestra una
probabilidad alta y muy alta de ocurrencia de este vector de Trypanosoma cruzi
para la zona del semidesierto queretano, influenciada principalmente por variables
relacionadas con la precipitacion y pendiente, es decir, T. mexicana se podria
distribuir en zonas donde la pendiente es entre 10° y 20°, donde la precipitacidon
del mes mas humedo, precipitacién del trimestre mas humedo'y la precipitacidon
por estacionalidad también son bajas (100 a 200 mm al afo), todas las anteriores,
caracteristicas del semidesierto. Para Triatoma barberi, el modelo de distribucion
potencial muestra una probabilidad del 14 al 77% de ocurrencia, principalmente en
la zona del bajio queretano, en donde las caracteristicas ambientales mas
representativas para que esta especie se distribuya son pendientes menores a
10°, la oscilacién anual de temperatura es isotermal, la precipitacion del mes mas
humedo es baja y el rango de temperatura diurna es de 15 a 17 °C. Ambos
modelos podrian demostrar que existe una distribucion muy amplia para estas
especies de triatbminos vectores de Trypanosoma cruzi, y aunque no existan
muchos registros de los mismos, se podria relacionar con los casos de

tripanosomiasis registrados en humanos en el Estado.
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4. INTEGRACION DE RESULTADOS: INTERACCION ENTRE PERROS Y
TRIATOMINOS EN LA ZONA METROPOLITANA DE QUERETARO

4.1.Introduccién

La transmision de una enfermedad vectorial involucra muchos factores,
principalmente la interaccion entre dichos vectores y los hospederos del parasito .
En el caso de T. cruzi, esta dinamica es mas compleja debido ala gran cantidad
de hospederos y el gran numero de especies de triatbminos que pueden servir
como vector (Herrera, 2010; Molyneux and Ashford, 1983; Ramsey et al., 2015,
2012). Sin embargo, en México se conoce bien cuales son las especies mas
importantes que funcionan como vector en el ciclo doméstico y se tienen bien
reconocidas las fuentes de alimentacién principal para estos insectos (Breniére et
al.,, 2004; Ramsey et al., 2015). Tal es el caso de Triatoma barberi, que se sabe
que los perros forman parte importante de su alimentacion, demostrando el
contacto directo entre las chinches y estos animales (Zarate et al., 1980). Esta
dinamica es muy importante para mantener el ciclo de transmision de manera
activa, ya que los perros estan manteniendo al parasito en el ambiente para que
otras chinches puedan tomar su sangre infectada y distribuir el parasito en nuevos
hospederos (Aguilar-Garcia et al., 2010; Barr, 2009; L6pez-Cespedes et al., 2013;
Portugal-Garcia et al., 2011). De esta manera, se ha utilizado a los perros como
centinelas en el estudio de Trypanosoma cruzi en el ciclo doméstico(Galaviz-Silva
et al.,, 2017; Martinez et al., 2014; Quijano-Hernandez et al., 2012; Zamora-

Ledesma et al., 2020). En paises endémicos se ha visto relacion entre la ausencia
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de triatbminos y bajas prevalencias de T. cruzi en perros (Castafiera et al., 1998;
Montenegro et al., 2002; Rojas et al., 2008). Por ello, se ha utilizado la prevalencia
de T. cruzi en estos animales para determinar la efectividad de los programas de
control de triatbminos en ambientes domésticos (Burnham et al., 2017; Ruiz et al.,

2011).

Sin embargo, se desconoce como pudiera estarse presentando esta
dinamica en la Zona Metropolitana de Querétaro, por lo que es necesario evaluar,
primero que nada, la co-existencia o sobrelapamiento de distribucion de vectores
(Triatoma barberi) y hospederos (Canis lupus familiaris), sobretodo porque no
existen registros formales de la presencia de T. barberi en Querétaro. Aun asi, se
tienen datos de perros positivos a Trypanosoma cruzi en la Zona Metropolitana de
Querétaro, por lo que es importante revisar si coinciden con la distribucion

potencial para los vectores.
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4.2. Materiales y métodos

Para llevar a cabo el mapa de sobrelapamiento entre la distribucion potencial
de T. barberi y los perros positivos a Trypanosoma cruzi, se utilizé el programa
ArcMap en version 10.3. Como base se utilizaron los mapas previamente
elaborados para el capitulo 3 (distribucion potencial de Triatoma barberi en la
Zona Metropolitana de Querétaro) y se le afiadieron los puntos de los sitios donde
fueron capturados los perros que resultaron positivos a T. cruzi en las pruebas de
serologia (datos de captura proporcionados por el CAAM y la UCAM). Debido a la
movilidad de los perros, se les agrego una zona de buffer o de area de influencia

de 5 Km.

4.3.Resultados
El mapa resultante mostré sobrelapamiento entre nueve puntos donde se
registro la captura de los perros que resultaron positivos a Trypanosoma cruzi en
las zonas con una probabilidad media y media alta de presencia de Triatoma

barberi en la Zona Metropolitana de Querétaro.
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Ledesma, 2020).
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4.4.Discusion y conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis de presencia de
anticuerpos y de ADN de T. cruzi en perros, se encontré positividad en estos
animales en colonias tanto del interior de la ciudad, como en localidades del area
periurbana de la Zona Metropolitana de Querétaro, sin embargo, no existen
registros de los vectores de este parasito en esta zona. Por lo anterior, es
importante retomar que en los resultados del modelaje de distribucion potencial de
triatbminos en Querétaro se encontrd cierta probabilidad “de -ocurrencia de
Triatoma barberi en la Zona Metropolitana de Querétaro. Integrando estos
resultados, se puede observar que los sitios en los que se capturaron los perros
positivos a T. cruzi (ademas de considerar su rango de movilidad) estan
presentandose en areas donde la probabilidad de ocurrencia de T. barberi es
media a media alta (30% al 61%), lo que podria indicar cierta interaccion entre
hospederos y vectores de este parasito. Recientemente se registré un ejemplar de
T. barberi para el interior. de la Zona Metropolitana de Querétaro, en un punto
donde una de las muestras obtuvo resultado positivo a ambas pruebas de
diagnodstico, ademas de que en el mapa de distribucion potencial, se tiene una
probabilidad de ocurrencia media a media alta. La movilidad de los perros también
juega un papel importante, ya que se tiene registrado que los perros callejeros en
zonas urbanas de México puede tener un ambito hogarefio de cinco a 10 Km?,
dependiendo de la densidad poblacional y las vias de comunicacién. Como se ha
mencionado anteriormente, es necesario que se lleve a cabo un estudio
entomoldgico completo para buscar la presencia de estos insectos, ya que los

resultados obtenidos en este estudio son parte de las evidencias que demuestran
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la presencia del ciclo completo de T. cruzi en la Zona Metropolitana de Querétaro.
Por lo anterior, en caso de encontrar triatbminos en la Zona Metropolitana de
Querétaro, es muy factible que se pueda utilizar a los perros como centinelas en el
estudio de Trypanosoma cruzi en Querétaro, debido a su abundancia, movilidad,
el posible contacto con los triatdbminos y la facilidad de obtencion de muestras por

los factores anteriores.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Trypanosoma cruzi and Leishmania mexicana are parasites of humans and other mammals, causing American
Trypanosomatids Try iasis and Cutaneous Lei; respectively. Domestic dogs are considered key hosts for these
Dogs parasites in the domicile and peridomicile cycles of ission, due to their e and contact with
Metropolitan zone of Queretaro human population. In Mexico, there are few studies that involve the study of infection with these parasites in
Mexico temperate zones dogs, and have only been carried out mainly in the endemic areas for these diseases. In the state of Querétaro

(Mexico), infections with both parasites have been reported for dogs only from rural areas, with no records for
the metropolitan zone.

We analyzed the seropositivity to T. cruzi and L. mexicana in dogs from localities within of the me-
tropolitan zone of Querétaro City in order to determine if these animals are exposed to these parasites and thus,
could be an important part of the transmission cycle of these tr ids in a densely urban
region within the state of Querétaro, Mexico.

Serum samples were collected from 303 dogs housed in the Animal Control centers of the municipalities of
Querétaro and El Marques, analyzed by indirect ELISA and Western Blot using as an antigen the Iron Superoxide
Dismutase (FeSODe) of the parasites.

From the total serum samples, we detected 10.2% of seropositivity for T. cruzi and 2.9% for L. mexicana.

Our results represent the first evidence of infection with T. cruzi in domestic dogs from the Metropolitan Zone
of Querétaro, and the first record for L. mexicana in Central Mexico. Ongoing investigations seek to confirm
the circulation of these parasites in the area to evaluate the risk associated to the human population.

1. Introduction

Trypanosoma cruzi and Leishmania mexicana are the causative agents
of American Trypanosomiasis (Chagas disease) and Cutaneous
Leishmaniasis, respectively (Molyneux and Ashford, 1983). Both
vector-borne diseases are classified by the World Health Organization
as “neglected tropical diseases” due to the fact that they occur primarily
in human populations with limited resources (Organizacion Mundial de
la_Salud (OMS), 2010; Paredes et al., 2001; Vargas Martinez et al.,
2011). A large number of wild and domestic mammals participate as
hosts in the transmission cycles of T. cruzi and L. mexicana (Molyneux
and Ashford, 1983). Domestic dogs (Canis lupus familiaris) are

considered hosts of epidemiological importance, which is primarily due
to their abundance in the peridomiciliary environment, their direct
contact with humans, and their contact with infected wild hosts or with
vectors of these trypanosomatids (Arjona-Jiménez et al., 2012; Herrera,
2010; Longoni et al., 2011).

Studies on trypanosomatids in dogs from México have been carried
out mainly in the area of southeastern México, which is considered an
endemic region for American trypanosomiasis and cutaneous leishma-
niasis (Balan et al., 2011; Cruz-Chan et al., 2009; Jiménez-Coello et al.,
2015, 2010a, 2010b, 2008; Longoni et al., 2011; Lopez-Céspedes et al.,
2012). However, there are records of T. cruzi and L. mexicana in dogs
from the center and north of the country (Arce-Fonseca et al., 2017;
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Barbabosa-Pliego et al., 2009; Estrada-Franco et al., 2006; Galaviz-Silva
er al., 2017; Garcia-Vazquez er al., 1995, 1995; Salazar-Schettino et al.,
1997; Sosa-Jurado et al., 2004). An endemic area for metaxemic dis-
eases is defined as one where the disease occurs constantly and where
the vectors are present to complete the active transmission cycle,
whereas in a non ission occurs through other
routes, like blood transfusion or organ tramsplant (Molyneux and
Ashford. 1983). However, the abundance of the vectors must be con-
sidered, since is not the same an area where vectors proliferate as an-
other where the occurrence is scarce, so that the areas that could be
considered as non-end could have the presence of vectors but
smaller scale than an endemic area (Hamsey et al , 2015). In non-en-
demic areas from México, the average Chagas positivity is 8.3% (Arce-
Fonseca et al.,, 2017; Barbabosa-Pliego et al., 2009; Estrada-Franco
et al., 2006; Galaviz-Silva et al., 2017; Garcia-Vazquez et al,, 1995,
1995; Quijano-Hernandez et al, 2012; Sosa-Jurado et al, 2004;
Villagran-Herrera et al., 2018; Zamora-Ledesma et al., 2016), while for
endemic areas, the average is 15.8% (Arjonz et al,, 2017; Balan et al,,
2011; Carrillo-Peraza et al., 2014; Cruz-Chan et al., 2009; Garcia-
Vazquez et al, 1995, 1995; Jiménez-Coello et al., 2010a; Jiménez-
Coello et al., 2015, 2008; Longoni et al, 2011; Lopez-Cespedes et al.,
2013; Mejia et al, 2017a; Ortega-Pacheco et al, 2017; Salazar-
Schettino et al., 1997). Most of these studies have demonstrated ex-
posure to these parasites using various serological tests. For the state of
Querétaro there are seropositivity records to these parasites in which
FeSODe was used as an antigen, however they are limited to rural areas
of the state. Currently, there is no information for the region of the
Bajio queretano where the metropolitan zone of Querétaro City is si-
tuated.

It has been shown that the use of FeSODe has high sensitivity and
specificity in the serological diagnosis of trypanosomatids, not only in
humans, but also in dogs, making it is a good tool to detect exposure 0
these parasites (Lopez-Cespedes et al., 2013; Marin et al., 2004; Masia
and Sanchez-Morenn, 2009). The objective of this study was to ser-
ologically diagnose T. crusi and L. mexicana In stray dogs from the
Metropolitan Zone of Querétaro using FeSODe as antigen, in order to
determine if these animals are exposed to these parasites and thus,
could be an important part of the transmission cycle of these trypano-
somatids in a densely populated urban and periurban region within the
state of Querétaro, Mexico. Furthermore, it is unknown in what cate-
gory of endemicity the city of Q o is for both di however it
is expected that the results will be similar 1o a non-endemic area, due to
the vector abundance is not as noticeable as in endemic areas. In ad-
dition, because the type of habitat within the urban area would not be
as favorable for the vector species that could occur in Querétaro, it
would be expected to find a higher proportion of seropositivity for both
parasites in dogs in the peri-urban area, where the habitat is more si-
milar to that recorded for these vector species (Ramsey et al , 2015).

lic area, tr

2. Materials and methods

2.1. Serum samples from dogs

The calculation of sample size to estimate a proportion of successes
(Daniel. 1999) was carried out with the formula:

A N+Zlspsxq
d*s (N—1D+Z sp=*q

where N (population size) = 6000 dogs caught per year on average, by
the animal control centers of Querétaro (Benltez, 2018), Z, (standard
deviation corresponding to 95% confidence level) = 1.96, p (success
probability expected) = 0.158 or 0.084 which was obtained as the
average positivity of T. cruzi in dogs from Mexico in endemic or non-
endemic areas respectively (Arce-Fonseca et al.,, 2017; Estrada-Franco
et al., 2006; Galaviz-Silva et al., 2017; Garcia-Vazquez et al., 1995,
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1995; Mejia et al., 2017b; Quijano-Hernandez et al., 2012; Sosa-Jurado
eral, 2004), q = 1—p, d (maximum sampling error) = 0.05. Selection
criteria of the study data that were used to obtain the means of each
area were that in each of them there were more than 50 animals in the

le, that the di tic test used was reliable, ruling out all those
that presented only HAL To differentiate whether the studies used were
In an endemic or non-endemic area, it was taken Into account If the
authors mentioned it or if few or no vector registries were found in the
area. The sample size calculated was of 214 for endemic areas and 115
for non-endemic areas.

Blood samples from stray dogs were donated by Animal Control
Centers (ACC's) from the metropolitan zone municipalities and the ca-
pital city, through a collaboration agreement with the Autonomous
University of Querétaro (UAQ). The ACC’s that participated In this
project were the Municipal Animal Control Unit of Queretaro (urban
zone), and the Municipal Animal Control Center of El Marqués (peri-
urban zone). The climate in municipalities is semi dry with summer
rains, and average temperatures (18 “C) slightly lower than those of the
lowlands (Bajio), while the dominant vegetation is xeric shrub-lands
and small areas of relatively altered deciduous tropical forest (PNUMA
ot al.. 2008). Five milliliters of blood were obtained by specialized
personnel of ACC's through puncture in the cephalic vein; the blood was
placed in a Vacutainer tube without anticoagulant (BD vacutainer®) to
obtain serum. We don't have demographic information about the dogs
(age, breed, sex) b the les were d d

2.2. Parasite culture

Parasite cultures were carried out (promastigotes) of L. mexicana
(MHOM/BZ/82/Bel21), and epimastigotes of T. cruzi (MHOM/ME/
2006/H-4) in an axenic medium for trypanosomes liquid (MTL) (Gibco,
USA), supplementing with fetal bovine serum (Sigma, USA) at 10% and
inactivated at 56 °C.

2.3. Extraction and purification of the SOD excreted as antigen (Fe-SODe)

Parasite forms in the exponential growth phase were concentrated
by centrifugation at 1500 rpm for 10 min, the cell pellet was washed
twice in serum- free MTL medium, then the number of cells was
counted in an hemocytometric chamber, and the cells were distributed
into aliquots of 5 x 107 parasites/mL. Subsequently, the parasites were
again grown in serum-free MTL medium for 24 h, the supernatant was
collected by centrifugation at 1500 rpm for 10 min and then passed
through a filter of 0.45-mm pore size, and solid ammonium sulfate was
added. The protein fraction, which precipitated at a salt concentration
of between 35%-85%, was centrifuged (9000 rpm for 20 min at 48 °C),
redissolved in 2.5 mL of 20 mM potassium phosphate buffer (pH 7.8)
containing 1 mM EDTA (buffer 2), and dialyzed on a Sephadex G-25
column (Pharmacia, PD 10) previously balanced with buffer 2, to give a
final volume of 2.5 mL (Fe-SODe fraction) (Marin et al., 2004).

2.4. Serological analysis of blood samples (indirect ELISA and Western
Blot)

2.4.1. Indirect ELISA

For the ELISA tests, a partially purified fraction of excreted iron
superoxide dismutase (FeSODe) was used as the antigen in all cases
(Lopez-Cespedes et al., 2013; Marin et al., 2007). The partially purified
fraction of the protein (FeSODe) was coated onto polystyrene microtiter
plates (Nunc, Denmark) in carbonate buffer (pH 8.2) and incubated for
24 h in a humidity chamber at 4 °C. The plates were blocked with
bovine serum albumin in 0.01 M d saline soluti
(PBS; pH 7.2) containing 0.05% Tween 20 (Merck KGaA, Germany).

The antibodies contained in a serum dilution of 1:100 in PBS were
revealed with peroxidase-conjugated anti-dog immunoglobulin G
(Thermo Fisher Scientific Cat# A18763, RRID:Al_2535540; dilution
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Table 1

Seropositivity for Trypanosoma crus! in dogs caught in animal control centers of
Querétaro, México. Comparison of the proportion of seropositivity observed (n
Querétaro vs the proportion of seropositivity expected for endemic and non-
endemic zones (see text for detalls).
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least for T. cruzi) in some parts of the state of Querétaro (Villagran
et al, 2008), no potential vectors have been reported for the study
region of the metropolitan zone of Queretaro City. In order to support
the positive results of the presence of T. cruzi and L. mexicana and assess
the epidemiological risk factors to h in this area,

Endemic zones Non-endemic zones

Observed proportion:

95% Conf. Interval
(normal):

n 303

Hypothetical proportion 0175 +
(mean + S.E.J:

Z —2.6582 1217

P 0.0007 0.2233

0.1023
0.068-0.136

0.019  0.084 = 0.025

Table 2

Assoclation between zone (Urban, Perlurban) and condition of infection (ne-
gatlve, positive for Trypanosoma cnzd [Tc], posltive for Leishmania mexicana
[Lm], positive for T. cruaf and L. Mexicana [Te + Lm]). Values in the lower
panel were obtained with an analysls of adjusted residuals (Fveritt, 1992). Cells
with adjusted residuals (AR) In bold contribute significantly (@ = 0.05) to the
association between zone and condition. Positive and negative AR values in-
dicate observed frequencies higher and lower than the expected frequencies,
respectively.

Negative Te Positive Lm Positive Te + Lm Positive
Frequency observed
Urban 159 16 1 o
Periurban 108 n 4 4
Frequency expecled
Urban 155 16 2
Perfurban 112 11 2 2
Adjusted residuals
Urban 141 013 =174 -2.37
Periurban -1.41 -0.13 174 237

Pliego et al, 2011; Garcia-Vazquez et al., 1995, 1995;4Quijanc-
Hernandez et al., 2012; Sosa-Jurado et al., 2004). Regarding to the
results of L. mexicana, these are between the first reports of ser-
opositivity for this parasite in Central Mexico, and between the few
studies existent about the infection of dogs in Mexico. As a con-
sequence, levels of endemicity for L. mexicana remain unknown.
H , we have r ded the p of Leish iz in wild carni-
vores and rodents from the metropolitan area of Querétaro (Orduna-
May et al., unpublished data). These data suggest that vectors for
both parasites could be present in the study area, especially for L.
mexicana, as vectors are the only kmown route of transmission
(Molyneux et al, 1981). However, as yet no triatomine bugs nor
phlebotomine sand flies have been recorded from the study area. De-
mographic data would help us to know more about the transmission
dynamics of 1. cruzi in these reservoirs, however, since the samples
were donations from animal control centers, there is no database on
breed, age and sex of these dogs. Still, with the data obtained, it is
possible to answer the q about the p e of this ite in
the metropolitan area of Querétaro.

In the study, it was expected that there would be a significantly
greater proportion of positive indicators of exposure to the two para-
sites in the peri-urban areas as opposed to the urban areas, due to the
conditions for the vectors and reservoirs is more similar to that of ha-
bitat types of vectors reported from other similar studies (Ramsey et al.,
2015), This was true for the proportion of individuals which tested
seropositive for both parasites (co-infection), but not for the propor-
tions of exclusive seropositivity of either parasite. These results

more evidence concerning the life cycles of these parasites are needed.
To this end, extensive and systematic searches for triatomine bugs and
phlebotomine flies are required in the localities where the presence of
seropasitive dogs indicated the presence of these parasites.
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