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RESUMEN

En afos recientes, a nivel mundial, se ha visto un incremento de patdégenos
transmitidos por garrapatas (PTG), como Ehrlichia spp. y Anaplasma spp., lo que pone
en riesgo la salud de humanos, animales domeésticos y silvestres. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de tres bacterias (Anaplasma
phagocytophilum, Ehrlichia canis y E. chaffeensis) en dos especies de tlacuaches
(Didelphis spp.) y perros de libre rango de cuatro localidades en un area rural cercana a
la ciudad de Campeche, México. Los agentes fueron detectados por la técnica
molecular de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) que tenian como blanco
un fragmento del gen 16s ADNr especifico a cada uno de los tres patégenos de 102
tlacuaches y 44 perros. Anaplasma phagocytophilum estuvo presente en tlacuaches y
perros, E. canis solo en perros y E. chaffeensis no fue detectada. La prevalencia de E.
canis en perros fue de 7 %, mientras que A. phagocytophilum estuvo presente en 27 %
de los perros y 3 % de los tlacuaches. Es la primera vez que se detecta a A.
phagocytophilum en D. marsupialis. A pesar de la baja prevalencia de infeccién de
ambas bacterias, los resultados son de interés para la salud publica por la capacidad
zoonotica de A. phagocytophilum, por las altas abundancias de garrapatas en los
hospederos y porque las poblaciones de tlacuaches y perros de libre-rango alcanzan

altas densidades en el area de estudio.

Palabras clave: Patégenos transmitidos por garrapatas (PTG); PCR; Anaplasma
phagocytophilum; Ehrlichia chaffeensis; E. canis; interfaz entre fauna doméstica-

silvestre; México.



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas emergentes (EIE) se definen como aquellas que
recientemente han sido descubiertas, incrementado su incidencia o rango geografico
(Daszak et al. 2001). Su emergencia es atribuida a factores socio-econémicos,
ambientales y ecoldgicos, como los sociodemograficos, cambio climatico y de uso de
suelo (Estrada-Pefia y de la Fuente 2014). Dentro de los 335 brotes de EIE analizados
en el periodo 1940-2004 (Jones et al. 2011), estan incluidas las enfermedades
causadas por las bacterias patdogenas pertenecientes a las familias Anaplasmataceae y
Rickettsiaceae (orden Rickettsiales) (Parola et al. 2009). Anaplasma phagocytophilum,
Ehrlichia canis y E. chaffeensis son bacterias patégenas de la familia Anaplasmataceae,
que son transmitidas por garrapatas de la familia Ixodidae e infectan a una gran
variedad de vertebrados (McQuiston et al. 2003; Yabsley 2010; Atif 2015). Desde que
se describieron A. phagocytophilum y E. chaffeensis en humanos en 1986 y E. canis en
perros en 1935, se ha visto un aumento en los casos reportados (principalmente en
Europa y América del norte) de las enfermedades causadas por estos patdgenos en
humanos y otros vertebrados (McQuiston et al. 2003; Paddock y Childs 2003; Atif
2015), por lo que son considerados patdgenos emergentes (Yabsley et al. 2010;
Dahlgren et al. 2011; Atif et al. 2015). Las garrapatas fungen como vectores del agente
etiologico, el cual adquieren de un hospedero infectado y en una segunda comida lo

transmiten a otro hospedero (McQuiston et al. 2003) (Fig. 1).

En general, el ciclo de transmision de estos patégenos involucra a especies de
vertebrados domésticos, silvestres y humanos, estos ultimos actuan como hospederos
accidentales (Fig. 1). El papel de cada especie de hospedero en la dinamica de
transmision de estos patégenos depende, en parte del contexto ecoldgico en el que se
encuentra y en si se puede infectar. Es comun que las especies de tlacuaches
generalistas, como el de Virginia (Didelphis virginiana) y el comun (D. marsupialis),
compartan el habitat con especies domésticas en paisajes con perturbacion antropica.
Esto tiene implicaciones epidemiolégicas, ya que los perros domésticos se han
considerado reservorios de E. canis y posibles reservorios de A. phagocytophilum,

mientras que los tlacuaches son posibles reservorios de E. chaffeensis y A.



phagocytophilum (Castellaw et al. 2011; Beall et al. 2012; Keesing et al. 2012; Conover
y Vail 2015). Si las especies silvestres y domésticas coexisten, el proceso de
transmision de patdogenos se da hacia ambos lados: los patégenos para los cuales los
animales domésticos son reservorios (E. canis y en menor medida A. phagocytophilum)
serian transmitidos hacia animales silvestres, mientras que E. chaffeensis, al tener
como hospedero reservorio especies silvestres, puede transmitirse hacia las especies
domésticas y humanos (Paddock y Childs 2003; Beall et al. 2012). En este contexto, D.
virginiana y D. marsupialis pueden estar involucrados en la dinamica de transmision de
los tres patogenos, al igual que los perros con duefio y de libre rango de areas rurales
(perros que tienen acceso a una casa pero son libres de desplazarse a donde quieran)
(Fig. 1). Esta aseveracion esta respaldada porque: 1) D. virginiana se ha reportado
como hospedero competente para A. phagocytophilum'y E. chaffeensis (Yabsley 2010;
Keesing et al. 2012), y 2) las dos especies de tlacuaches son especies
filogenéticamente relacionadas, generalistas y comunes en la interfaz entre animales
domésticos-silvestres (Colchero et al. 2014; Zarza y Medellin 2014), lo que las hace
mas susceptibles a contraer a los patdgenos transmitidos por garrapatas (PTG). Tan
solo, en la selva Lacandona, el tlacuache comun representa el 40 % de la biomasa total
de pequefios mamiferos (Colchero et al. 2014). En este sentido, las implicaciones
epidemiolégicas de la abundancia y densidad que pueden representar los tlacuaches

para los PTG pueden ser relevantes.

Considerando lo anterior, en las areas rurales cercanas a la ciudad de Campeche, las
poblaciones de tlacuaches habitan una regién con un paisaje fragmentado, compuesto
por poblaciones humanas, animales domésticos, silvestres y una matriz de vegetacion
en diferentes grados de perturbacién. Por tal motivo, en el presente estudio evalué el
papel de los tlacuaches y perros de libre rango con duefio en la dinamica de
transmision de A. phagocytophilum, E. canis 'y E. chaffeensis en un area rural cercana a
la ciudad de Campeche, Campeche, México. Para lograrlo, primero determiné si los
agentes etioldgicos estan presentes en los tlacuaches y perros del area de estudio y la
proporcion de hospederos infectados (prevalencia). También, calculé la abundancia de

garrapatas en los hospederos y la relacioné con posibles variables predictoras.



Finalmente, relacioné con métodos de asociacién eco-epidemioldgica las prevalencias
de los patégenos en los hospederos a una serie de factores de riesgo, con el fin de

evidenciar patrones en la relacion patdgeno-vector-hospedero.
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Figura 1. Esquema general que integra el ciclo de vida de las garrapatas, el ciclo de
transmisién de Anaplasmatacea y los hospederos de ambos. La posible transmision de
las Rickettsias entre las garapatas y los vertebrados o directamente entre las

garrapatas esta marcado por flechas naranjas.

ANTECEDENTES

Las tres rickettsias estudiadas son cosmopolitas, pero generalmente, E. chaffeensis
estd mas restringida hacia la fauna silvestre, E. canis a animales domésticos y A.
phagocytophilum a ambos (Yabsley 2010; Dahlgren et al. 2011; Atif 2015). A nivel
mundial, el principal hospedero reservorio y vector de E. canis son los perros y la
garrapata café de perros (Ripicephalus sanguineus), respectivamente, aunque también
se ha reportado en otras especies de canidos (zorras, coyotes, lobos) y gatos (Koenen

et al. 2013) (Fig. 1). Guerrero-Sanchez y Weber-Rodriguez (2012) reportaron la



presencia de E. canis en perros domeésticos de zonas rurales y la asociaron con la
prevalencia en animales silvestres. Ellos encontraron una alta seroprevalencia de E.
canis en la zorra gris (Urocion cinereoargenteus) (67 %) en la Reserva de la Biosfera
Calakmul, similar a la de los perros domeésticos (70 %). En contraste, la prevalencia en
las zorras grises fue menor (50 %) en una comunidad donde los perros domésticos
presentaron una seroprevalencia del 27 %. En general, las prevalencias en perros
reportadas en la peninsula de Yucatan son altas: 36 % por PCR, y mayores por
métodos serologicos (44 %) debido a que también detectan infecciones pasadas
(Rodriguez-Vivas et al. 2005; Pat-Nah et al. 2015). En EE. UU., E. chaffeensis es una
bacteria zoondtica que tiene como principal reservorio al venado cola blanca con una
seroprevalencia maxima de 86 % y prevalencia por PCR maxima de 40 % (Yabsley
2010), y a la garrapata solitaria (Amblyomma americanum) como principal vector
(Yabsley 2010). En ambientes naturales, se ha comprobado que los coyotes y zorras
también estan involucrados en la dinamica de E. chaffeensis, y en menor medida, los
mapaches y el tlacuache de Virginia (Yabsley 2010) (Fig. 1). En areas de EE. UU donde
E. chaffeensis es endémica, los perros estan involucrados en la epidemiologia de este
agente (Beall et al. 2012). Anaplasma phagocytophilum infecta a una gran variedad de
vertebrados alrededor del mundo, incluyendo a humanos. Ixodes scapularis e |I.
pacificus son los vectores reportados en EE. UU. (Atif 2015) y el principal reservorio es
el venado cola blanca; en tanto que en Europa es mantenida principalmente por
rumiantes silvestres y domésticos. Los roedores, ardillas y el tlacuache de Virginia
también son hospederos de este agente (Yabsley et al. 2010) (Fig. 1). Si bien, no se ha
reportado a los perros como hospederos reservorios de A. phagocytophilum, son
frecuentes los reportes de esta bacteria en perros con seroprevalencias de 10-57 % y
prevalencias por PCR de 0.5-6 % (Kohn et al. 2011; Movilla et al. 2016). EI unico
estudio con fauna silvestre y estos tres PTG en México reportaron prevalencias por
PCR en roedores cercanas al 3 %, la cual es similar al 3 % de prevalencia de E.
chaffeensis en perros y baja en relacion a las prevalencias de A. phagocytophilum (16
%)y E. chaffeensis (47 %) en el venado cola blanca en EE. UU (Yabsley 2010; Sosa-
Gutiérrez et al. 2014).



El periodo de incubacion de A. phagocytophilum y E. chaffeensis en humanos es de 7—
14 dias, mientras que en rumiantes es de 5-15 y 10 dias, respectivamente. En los
perros, para E. canis es de 1-3 semanas (McQuiston et al. 2003; Yabsley, 2010). Estas
tres bacterias invaden las vacuolas de los leucocitos y causan enfermedades que
reciben el nombre en funcion del tipo de célula que infectan. Por ejemplo, E. chaffeensis
y E. canis principalmente residen en los monocitos, y la enfermedad que causan se
llama ehrlichiosis monocitica humana (EMH) y canina (EMC). Aanaplasma
phagocytophilum principalmente infecta a células granulociticas y causan la
denominada anaplasmosis granulocitica humana (AGH) y canina (AGC) (McQuiston et
al. 2003). La sintomatologia de EMH y AGH es similar, provocan fiebre, dolor de cabeza
y escalofrios; las complicaciones en pacientes inmunosuprimidos son comunes y
pueden ser mortales (McQuiston et al. 2003). La EMC puede ser aguda, subclinica y
cronica y sus signos clinicos varian dependiendo de la fase; los mas frecuentes son la
hipertemia, anorexia y emaciacion. Ehrlichia canis en perros, generalmente se presenta
en su fase aguda, seguida de una fase crénica que reduce la esperanza de vida, pero
puede durar varios afios (Pat—Nah et al. 2015). Los signos clinicos de AGC y EMC son
el cansancio, fiebre y anorexia, aunque la hepatomelagia y alteraciones hematolégicas
(anemia, leucopenia, trombocitopenia) son comunes. La infeccion por E. chaffeensis es
asintomatica en venados, mientras la de A. phagocytophilum en animales puede ser
asintomatica o bien causar fiebre, anorexia y hacer mas susceptible al hospedero hacia

las infecciones secundarias (Atif 2015).

Sélo en EE. UU., durante el periodo 2000-2007, la incidencia de E. chaffeensis en la
poblacion de humanos incrementé de 0.80 a 3.0 casos/milléon de personas/afio, con una
tasa de hospitalizacion de 49 % y una mortalidad de 2 % (Dahlgren et al. 2011).
Paddock y Childs (2003) consideran que la enfermedad causada por E. chaffeensis es
emergente en EE. UU., debido al incremento en la poblacién humana, rango geografico
del vector y del principal hospedero, y una mejora en las practicas de vigilancia de la
salud publica y en los métodos de diagnostico. En Europa, A. phagocytophilum es

considerada como el patégeno transmitido por garrapatas mas propagado en animales



(Stuen 2007). Las muertes en humanos causada por esta bacteria oscilan entre el 7-10
% en EE. UU (Koenen et al. 2013).

Aspectos ecolégicos

La epidemiologia de patdgenos transmitidos por garrapatas (PTG) se puede abordar
identificando los factores que afectan la distribucion y abundancia de las garrapatas, asi
como la influencia que estos factores y los cambios antrépicos tienen sobre la dinamica
de los PTG (Pfaffle et al. 2013). Dentro de los principales factores que incrementan o
reducen la posibilidad de sobrevivencia y tasa de desarrollo de las garrapatas que se
encuentran en la vegetacidon, se encuentran las variaciones en el microclima (e. g.,
temperatura, radiacion solar, humedad relativa en suelo y sotobosque) (Estrada-Pefa y
de la Fuente 2014). También la composicion y abundancia de la comunidad de
hospederos para las garrapatas intervienen en el mantenimiento de las poblaciones de
estos parasitos y ademas son factores que determinan la prevalencia de los PTG. En
este sentido la densidad de los vectores es proporcional a la densidad de los
hospederos, y el riesgo de infeccion en los hospederos esta relacionado con la
abundancia total de garrapatas, la densidad de los reservorios y la prevalencia del
patogeno en estos (Estrada-Pefia y de la Fuente 2014). Es por esto que las infecciones
causadas por PTG se presentan en ambientes donde los vectores (garrapatas), los
hospederos reservorios y el agente etiolégico coexisten (Gortazar et al. 2014). Bajo este
planteamiento, los factores que reflejen la abundancia de hospederos, como medidas
de abundancia relativa, se pueden utilizar para explicar la presencia del patégeno y/o el
vector. El riesgo de infeccion también se ve influenciado por los sitos con diferentes
historias de uso antropico, porque afecta directa o indirectamente la abundancia de
hospederos y garrapatas (Pfaffle et al. 2013). Por ejemplo, en los bosques del noreste
de EE. UU,, el riesgo de infectarse con E. chaffeensis es alto, porque albergan una alta
poblacion de venado cola blanca y la garrapata A. americanum (Yabsley, 2010). Los
humanos y las especies domésticas, como los perros, se involucran en el ciclo cuando
viven o frecuentan las areas donde se presentan el vector y reservorio de E.
chaffeensis; estas areas generalmente son ecotonos entre bosques y pastizales. Por lo
tanto, la frecuencia de contacto entre fauna doméstica y silvestre es mayor en paisajes

con asentamientos humanos rurales, y vegetacién nativa, por lo que el riesgo de



infeccion a humanos también es mayor (Paddock y Childs, 2003). El cambio de uso de
suelo provocado por actividades humanas puede facilitar o afectar la transmision de los
PTG. Cuando la vegetacion nativa es reemplazada por campos agricolas, ganaderos y
asentamientos urbanos, las especies de hospederos silvestres son reemplazadas por
animales domésticos, quienes ademas pueden favorecer a las poblaciones de unas
pocas especies de vectores e incrementar el riesgo de infeccion en la interfaz entre
especies domésticas-silvestres (Knobel et al. 2014). En este sentido, las variables que
reflejen las historias de uso antrépico de suelo, la distancia a un asentamiento rural, o la
abundancia de hospederos domésticos, como indicadores de las historias ambientales
de los sitios, podrian considerarse factores de riesgo, dependiendo de la ecologia del

patdgeno.

Diagnéstico

Para el diagnostico de las especies de Anaplasma y Ehrlichia se han empleado
métodos como la citologia, busqueda de agregaciones de la bacteria en las células
blanco (mdrulas), serologia, aislamiento del agente y métodos de detecciéon molecular,
como la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Debido a que los
meétodos serologicos y moleculares permiten analizar muchas muestras en poco tiempo
(comparados con la citologia y la busqueda de morulas), la mayoria de los estudios
epidemioldgicos esta basada en ellos (Harrus y Waner 2011; McQuiston et al. 2003;
Yabsley 2010; Rodriguez-Vivas et al. 2015).

Las pruebas serolégicas, como la inmunofluorescencia indirecta (IFl), tienen como
desventaja el no detectar al agente etiolégico durante la primera fase de la enfermedad
(McQuiston et al. 2003). Esto se debe a que los anticuerpos aun no se forman durante
la fase aguda de la infeccion. Por ejemplo, durante la primera semana de la
enfermedad, las pruebas seroldgicas para E. chaffeensis tienden a dar resultados
negativos en el 80 % de los casos (Paddock y Childs 2003). Por tal motivo, se
recomienda hacer dos pruebas IF| con diferencia de 7-14 dias, y un cambio de 4 veces
los titulos de anticuerpos indica una infeccion activa (Rodriguez-Vivas et al. 2015).
Desafortunadamente, para los estudios epidemiologicos con fauna silvestre solo es

posible tomar muestras a un mismo individuo en una sola ocasion, la mayoria de las

10



veces, dado que las recapturas son muy dificiles de lograr (Paddock y Childs, 2003).
Una vez formados los anticuerpos IgG contra los agentes etiologicos, estos persisten
por varios meses o afios después del tratamiento o la eliminacion de la rickettsia
(Rodriguez-Vivas et al. 2015). En este sentido, las seroprevalencias son mayores que
las prevalencias reportadas por PCR, porque detectan infecciones pasadas (Cetinkaya
et al. 2015). Ademas, las pruebas seroldgicas tienden a presentar reacciones cruzadas
entre varias especies de Ehrlichia y Anaplasma. En éareas donde la distribucidon
geografica de estos patdégenos se traslapa, las pruebas seroldgicas pueden no
diferenciar adecuadamente entre las especies que infectan (McQuiston et al. 2003). Se
ha reportado que en 10-30 % de los casos, se dan reacciones cruzadas entre las
especies de Ehrlichia y Anaplasma cuando el diagndstico se hace por IFI (Paddock y
Childs 2003).

Las pruebas moleculares, como la PCR y secuenciacion, se recomiendan para
respaldar los resultados serolégicos en la deteccion de las rickettsias (Maggi et al.
2014; Sainz et al. 2015). Los resultados de los PCR para detectar las especies de
Anaplasma y Ebhrlichia sirven para confirmar una infeccion activa (McQuiston et al.
2003). Se ha demostrado, de forma experimental que los venados cola blanca
infectados con E. chaffeensis son positivos por PCR 13 dias después de la inoculacion
y la rickettsemia puede durar hasta 278 dias (Yabsley 2010). Por su parte, E. canis en
perros se puede detectar a partir del octavo dia posterior a la inoculacion (Rodriguez-
Vivas et al. 2015).
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JUSTIFICACION

En México, el conocimiento sobre la prevalencia de las EIE es insuficiente. Hasta el afio
2015, el sector salud reporto el primer caso de (EMH) en un paciente del centro el pais,
lo que sugiere la emergencia de E. chaffeensis en México (Sosa-Gutiérrez et al. 2016b).
La presencia de especies de garrapatas que puedan actuar como vectores
competentes de A. phagocytophilum, E. canis ylo E. chaffeensis (Guzman-Cornejo et al.
2011, 2016), y las altas prevalencias reportadas en perros en la Peninsula de Yucatan,
reflejan la importancia de hacer un estudio exploratorio sobre la presencia de Ehrlichia
spp. Y A. phagocytophilum en animales silvestres y domésticos, mas aun cuando se
sabe que son enfermedades de origen zoondtico. Con este estudio, podemos
ejemplificar el riesgo que representan los animales domésticos y ferales hacia la salud
de animales silvestres, domésticos y humanos, ya que generalmente estas especies
comparten su habitat con especies silvestres, por lo que pueden llegar a compartir
ectoparasitos (garrapatas), lo que incrementa el riesgo de transmisién de patogenos.
Los resultados del presente estudio ayudarian a disefiar estrategias para la prevencion
de AGH y EMH.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué papel desempenfan los tlacuaches (D. virginiana y D. marsupialis) y los perros (C.
lupus familiaris) de libre rango con duefio en la transmision de A. phagocytophilum, E.
canis, y E. chaffeensis y como varia la prevalencia en funcion de algunos factores de

riesgo?
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HIPOTESIS

La abundancia de perros, la poca atencién sanitaria que reciben y su papel como
hospederos frecuentes de A. phagocytophilum y reservorios de E. canis son factores
que afectan la dinamica de transmision de estos patégenos. Por lo tanto, se espera
encontrar mayores prevalencias de estas dos bacterias en los perros que en los

tlacuaches silvestres simpatricos.

La presencia de tres especies de venados en el area de estudio, uno de los cuales es
ampliamente reconocido como hospedero reservorio de E. chaffeensis, incrementa la
posibilidad de que el patdgeno circule en la comunidad de vertebrados competentes.
Por lo tanto, se espera encontrar por lo menos que un individuo (perro y/o tlacuache)

sea portador de E. chaffeensis.

OBJETIVOS

General
Identificar el papel que desempefian D. marsupialis, D. virginiana y C. |. familiaris en la
dinamica de transmisién de A. phagocytophilum, E. canis, y E. chaffeensis en un area

rural cerca de la ciudad de Campeche, México.

Especificos

1) Determinar la presencia y prevalencia de A. phagocytophilum, E. canis y E.
chaffeensis por PCR en C. lupus familiaris, D. marsupialis y D. virginiana en cuatro
localidades rurales cercanas a la ciudad de Campeche.

2) Encontrar patrones espaciales en las abundancias relativas de tlacuaches y estimar
la abundancia de los didélfidos y perros con duefio en el area de estudio.

3) Calcular la abundancia de garrapatas en las dos especies de tlacuaches y perros del
area de estudio y relacionarla con posibles variables explicativas (antropogénicas y
bioldgicas).

4) Relacionar la prevalencia de A. phagocytophilum, E. canis y E. chaffeensis en

tlacuaches y perros con algunos factores de riesgo (antropogénicos y bioldgicos).
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METODOS

Area de estudio

El area de este estudio se localiza al sureste de la ciudad de Campeche y abarca los
poblados de China, Bobolad, Xcampeu y sus alrededores, asi como el campo
experimental del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) China (Fig. 2). La region cuenta con clima calido-subhumedo, una temperatura
media anual de 27° C y una precipitacion de 1120 mm (INEGI 2014). Esta zona
presenta lluvias en verano y bajo porcentaje de lluvia invernal. La época de secas es
durante los meses de enero a mayo. El paisaje esta compuesto por campos agricolas,
potreros y poblados inmersos en un continuo de selva baja caducifolia, subcaducifolia y
vegetacion secundaria (acahuales) (Noriega-Trejo y Arteaga-Aguilar, 2010). El poblado
de China tiene una poblacién humana de 5149 habitantes y las principales actividades
econdémicas son la agricultura y comercio (INEGI 2010). La principal actividad
econdmica de los 166 pobladores de Bobola es la agricultura (INEGI 2010); no
obstante, la caceria y recoleccidn de lefa para carbdn son actividades importantes en el
pueblo (observ. pers.). Las viviendas en el poblado de Xcampeu no estan agrupadas,
los 70 pobladores viven en solares y generalmente son empleados de duefios de los
ranchos. La principal actividad econdmica es la ganaderia y, en menor medida, la
agricultura (comunicacion personal del encargado del centro de salud de Xcampeu). El
INIFAP es un terreno privado de 330 ha, principalmente con selva baja caducifolia y
subcaducifolia en diferentes etapas sucesionales, que es propiedad del INIFAP y esta
ubicado a 3.5 km del poblado de China. Antes de ser propiedad de esta institucién, gran
parte de la vegetacion nativa de ese terreno fue talada para abrir paso a zonas de
pastoreo y agricolas; sin embargo, la vegetacion ha sido poco modificada (solo tala
clandestina en las orillas del predio) durante los ultimos 15 afios. En la parte noreste del
terreno, existe caceria y extraccion de lefia constante por parte de los pobladores de
Bobola (comunicacion personal del Dr. Justo Rivera del INIFAP). La parte sureste del

poligono del INIFAP colinda con un area agricola donde viven 20 personas (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa del area de estudio.
Capturas
El trabajo de campo lo realicé de enero a abril de 2016. Las capturas de los tlacuaches
las hice en tres sitios con historias de uso antropico distintas y con diferentes grados de
sucesion (acahuales, ecotonos y solares), en cuatro localidades (Bobola, China, INIFAP
y Xcampeu). Las trampas ubicadas en selva baja caducifolia, subcaducifolia y
vegetacién secundaria, las catalogué como trampas en acahual porque son estadios
sucesionales de vegetacion distintos. Las trampas en el ecotono se ubicaron en
acahuales o selva baja y a una distancia no mayor de 50 m del cambio de vegetacion
mas cercano (p. ej., de selva a campos agricolas, ganaderos, o pastizales). Las
trampas situadas en bodegas, gallineros, casas, huertos, campos agricolas y/o
ganaderos las consideré como trampas en solares. El riesgo por robo de las trampas
colocadas en los acahuales cercanos a China era alto, por lo que no muestree en este
tipo de sitio, pero si en los otros tipos de sitios de esta localidad. En el INIFAP, no

capturé ningun tlacuache en el unico solar de esta localidad, por lo que no se incluyo.
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El esfuerzo de muestreo lo ajusté entre localidades y tipos de sitios (acahual, ecotono y
solar) para mantener las capturas equitativas entre estas categorias. De las 150
reacciones que tenia disponible para el diagndstico molecular con PCR, mi intencion
era dedicar por lo menos 100 a los tlacuaches y 50 a perros. No solo me limité a
muestrear a 100 tlacuaches sino a todos los que pudiera capturar durante el trabajo de
campo. De igual forma, no solo me limité a recolectar las garrapatas de estos perros,
sino de la mayor cantidad por poblado que cumplieran con los requisitos de tener duefio
y fueran de libre rango, es decir, que tuvieran acceso a una casa, pero libres de
desplazarse a donde quisieran (Gompper 2014). De los perros en esta categoria,
prioricé los que acompafiaban a su duefo a cazar, colectar lefia, campos agricolas y/o
ganaderos. El numero de perros muestreados por poblado estuvo en funcién del

numero de individuos que cumplieran con estos requisitos.

Las trampas que utilicé para la captura de los didélfidos fueron de tipo Tomahawk de
tamafo medio (32 x 10 x 13 pulgadas), las cuales estuvieron a una distancia minima de
50 m entre ellas y fueron georreferenciadas. En los acahuales y ecotonos, coloqué las
trampas a lo largo de trayectos, los cuales estableci en funcion de la accesibilidad del
sitio y seguridad de las trampas. Cada trampa la dejé en el mismo sitio de cinco a siete
noches, tiempo suficiente para capturar a los distintos individuos del area y evitar
recapturas. El cebo de las trampas consistio de una mezcla de atun, sardina y huevo
(Guerrero-Sanchez y Weber-Rodriguez 2012), el cual fue cambiado cada dos noches,
en caso que no hubiera una captura. Por las mafanas, cebé las trampas y procesé

inmediatamente a los individuos capturados.

Los tlacuaches capturados los inmovilicé con una inyeccion intramuscular de un
anestésico disociativo (Ketamina 10 mg/kg), cuyo efecto dura unos 20 min (Suzan y
Ceballos 2005). Marqué a los individuos mediante tatuaje permanente en el pliegue
interno de la ingle. EI numero del tatuaje asignado a los individuos fue en orden
creciente en funcién de las capturas. Las muestras de sangre (1 ml) las tomé de la vena
caudal del individuo (Rejmanek et al. 2009). Cuando el ejemplar pesé menos de 1 kg,

tomé lo correspondiente al 1 % de su peso corporal (Guerrero—Sanchez y Weber-
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Rodriguez 2012). La sangre colectada la coloqué en tubos BD vacutainer de 3 ml con
un anticoagulante (acido etilendiaminotetraacético, EDTA) y la almacené en una hielera
a 4°C por un maximo de 5 h, para después mantenerla a —20°C hasta la fecha de la
extraccion de ADN (Ndip et al. 2005).

Mediante una revision externa de los tlacuaches y perros capturados, colecté y conté
las garrapatas de la familia Ixodidae utilizando pinzas de punta fina. Estas fueron
diferenciadas a simple vista de las garrapatas “blandas” pertenecientes a la familia
Argasidae, debido a que las primeras poseen un escutelo o coraza dorsal. Las
garrapatas las almacené en microtubos coénicos Eppendorf® de 1.5 ml con 1 ml de
alcohol etilico al 70 % (Marquez-Luna 2005). Cuando el individuo tenia mas de 50
garrapatas en el vientre y dorso, realicé una estimacion del total, para las cuales conté
las garrapatas dentro de un circulo de 5 cm de diametro en el dorso y vientre y lo
extrapolé al resto del cuerpo. A esta estimacion le sumé las garrapatas de las patas,
cola y orejas, extremidades que por no tener pelo, permiten el conteo de los individuos.
También registré el peso, medidas corporales (longitud de la cabeza, cuerpo, cola y
pata trasera), condicion corporal, sexo y especie de cada individuo capturado. La
determinacion de los tlacuaches a nivel de especie la hice usando la guia de Aranda
(2000).

Las garrapatas colectadas las envié al Laboratorio de Enfermedades Infecciosas del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, a cargo de la Dra. Guadalupe Gordillo Pérez,

para su posterior identificacion a nivel de especie.

Diagnéstico molecular

Para la extraccion de los acidos nucleicos de las muestras de sangre completa, usé el
kit de extraccion DNAeasy Blood & Tissue (QIAGEN®), segun las instrucciones del
fabricante, para obtener un volumen de elucion de 150 uL. Las muestras de ADN las
almacené a -20°C hasta su uso en el PCR punto final. Llevé a cabo una PCR en el ADN
extraido, para detectar la presencia de E. canis, E. chaffeensis y/lo A. phagocytophilum.
Las muestras de ADN se sometieron a un primer PCR (PCR punto final) para amplificar

un segmento de 800 pares de bases (pb) correspondiente al gen 16S ADNr de
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Anaplasmataceae, utilizando los cebadores 15F (“forward”/sentido) y 842R (cebador
‘reverse’/anti—sentido) (Tabla 1). El producto amplificado del primer PCR se sometio a
un PCR especie-especifico (PCR anidado) utilizando los cebadores especificos para
cada especie y complementados por un cebador género-especifico llamado GA1UR
(Tabla 1). Los cebadores utilizados en la reaccién de PCR anidado estan dirigidos a
una region para el gen 16S ADNr lo suficientemente heterogénea entre las especies de
Ehrlichia y A. phagocytophilum, lo que permite el disefio de cebadores especie-

especificos y la amplificacion de un fragmento de 410 pb.

El protocolo consistio en un PCR punto final, con 25 ul de volumen total, compuesto por
12.5 ul de H,O grado molecular; 2.5 ul de buffer para PCR; 1.5 mM de MgCl;; 0.2 mM
de cada nucleétido (DNTP); 2 pmol de cada cebador (iniciador y anti-sentido); 1.2 U de
la enzima Taq polimerasa (Invitrogen, Brasil); y 5 ul de la extracciéon de ADN con una
cantidad de ADN de 55-110 ng. Cuando los 5 ul de la extraccién de ADN no contenian
por los menos 55 ng de ADN, agregué un mayor volumen de la extraccion (un maximo
de 10 ul) y ajusté el volumen de agua para obtener un volumen final de 50 ul. El
protocolo de PCR utilizado para ambas reacciones (punto final y anidado) consistio en
95°C de incubacién por 5 min; posteriormente, 94°C por 1 min para desnaturalizacion,
50°C por 2 min para el alineamiento, a 70°C por 1.5 min para la extension, y finalmente
una temperatura de extension de 70°C durante 7 min. Como control positivo de reaccion
utilicé muestras de ADN de perros o pacientes humanos positivos a A.
phagocytophilum, E. canis o E. chaffeensis, donadas por la Dra. Guadalupe Gordillo
Pérez del IMSS. El control negativo consistié en la mezcla maestra con 5 ul de agua
para biologia molecular libre de ADNasas. Los productos de PCR fueron visualizados
en geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con bromuro de etidio (Anderson et al. 1992;
Warner y Dawson 1996). Consideré a las muestras positivas a cada uno de las tres
bacterias cuando se pudo apreciar una banda de 410 pb en el PCR anidado respectivo

a cada bacteria (Anexo 1).
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Tabla 1. Cebadores usados para la identificacion de A. phagocytophilum, E. canis 'y E.

chaffeensis.
Funcién Dirigido Cebadores Secuencias de nucledtidos 5’ — Tamano
16S ADNr 3’ amplicén
. ATC ATG GCT CAG AAC GAA
Cita)?nd”ci);es Ehrlichia spp. 15F (sentido) cG 800
o Anaplasma spp. 842R (anti— CTC ATC GTT TAC TCG GTC
especificos sentido) GAC T N/A
E. canis Canis CAATTATTT ATA GCC TCT 409pb
(M73226.1) (sentido) GGC TAT AGG A 49-457
E. chaffeensis Chaf: He—1 CAATTG CTTATAACCTTT 410pb,
Cebadores (M73222.1) (sentido) TGG TTATAA AT 49-458
e:;;’;;fos ) hagoc;‘iop pium  HGE (GE9F) AAC GGA TTA TTC TTT ATA 412pb
(DQ458807.2) (sentido) GCTTGCT 1-412
Ehrlichia spp.* GA1UR GAG TTT GCC GGG ACT TCT N/A
(Reverse) (anti—sentido) TCT

Analisis de datos

Para calcular la prevalencia, dividi el numero de hospederos infectados entre el nimero
de hospederos que examiné y lo expresé en porcentaje. Utilicé el método de Wilson
para calcular los limites superiores e inferiores del intervalo de confianza (1.C.) al 95 %
de las prevalencias (Newcombe 1998). La abundancia de garrapatas refiere al numero
de garrapatas (de todas las especies y estadios) en un solo hospedero, tomando en
cuenta a los que no presentaron ninguna garrapata. La abundancia promedio de
garrapatas refleja el numero total de garrapatas en una muestra de hospederos dividido
por el numero total de hospederos examinados. La intensidad de infestacion es el

numero de garrapatas en un individuo (Bush et al. 1997).

La abundancia relativa de los tlacuaches la estimé con el numero de capturas divididas
por el esfuerzo de muestreo, el cual consistio en el numero de trampas activas por
noche (noches/trampa). Para probar si las abundancias relativas de las dos especies de
tlacuaches variaron en funcion de la localidad e historia del sitio, realicé un ANOVA
para D. marsupialis y para D. virginiana, una prueba de Kruskal-Wallis debido a que los
datos de abundancia relativa no cumplieron con el supuesto de homogeneidad de
varianzas. Para determinar si a mayor abundancia relativa de D. virginiana, la

abundancia relativa de D. marsupialis disminuye, hice una prueba de correlacion de
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Pearson. La estimacién de la abundancia de perros por localidad la hice promediando la
relacion humanos: perros reportada en 14 localidades rurales en México, la cual fue de
un perro por cada 3.5 humanos y extrapolandola al numero de habitantes por poblado
(Gompper 2014). La abundancia de perros esta subestimada, porque los estudios de
caso en los que me basé, solo consideraron a los perros con duefo, ignorando a los
perros de calle y de libre rango sin duefio. La estimacion del numero de tlacuaches en
el area de estudio la hice con dos métodos distintos. El primero basa la estimacién en el
area total de suelo forestal, el nUmero de trampas y capturas en este uso de suelo, y el
area real de muestreo de cada trampa (7.8 ha), la cual no es precisa, pero esta basada
en el éxito de captura y recapturas de los tlacuaches. Para la segunda estimacion utilicé
el reporte de densidad D. marsupialis en un ecosistema similar al del area de estudio
(selva tropical caducifolia) y lo extrapolé al area total de uso de suelo forestal en el
mismo poligono. El reporte de densidad que utilicé fue el de un ecosistema lo mas
parecido al del presente estudio. Fleeming (1972) reporté una densidad de 0.09 D.
marsupialis por hectarea en una selva tropical caducifolia secundaria en Panama. Con
ayuda del programa QGIS version 2.18.3 (QGIS Development Team 2016) calculé el
area total de uso de suelo forestal (ecotonos y acahuales) en un poligono delimitado por
las principales carreteras dentro del area de estudio (Anexo 2). Utilicé para los usos de
suelo y vegetacién un mapa vectorial escala 1:50 000 de la serie Recursos Forestales,
el cual comprende informacién derivada de una clasificacion supervisada sobre
imagenes RapidEye (2011-2012) complementada con informacion de campo obtenida
del Inventario Estatal Forestal y de Suelos (periodo 2013-2014), y la carta de Uso del
Suelo y Vegetacion Serie V (CONAFOR 2014). Finalmente, con base a la capacidad
competente de D. virginiana hacia A. phagocytophilumm (ver Keesing et al. 2012),
estimé el numero de garrapatas infectadas por este patdgeno, bajo el supuesto que
todas las especies de garrapatas en los tlacuaches del area de estudio fueran vectores
potenciales y si todos los tlacuaches estuvieran infectados, pero también considerando

la prevalencia de este patdgeno en los tlacuaches (3 %).
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Utilicé pruebas de U-Mann-Whitney para determinar si la abundancia de garrapatas
vario en relacion: a las dos especies de tlacuache, entre tlacuaches y perros, a la
distancia al solar mas cercano (0—600 m y 601-1800 m), y al sexo de los tlacuaches.
Para evitar enfrentarme con el problema de tamafos de muestra no suficientes, y por la
similitud en los habitos de D. marsupialis y D. virginiana, decidi considerar a estas dos
especies como una sola para las pruebas estadisticas ya mencionadas. Calculé el
tamano de muestra de los tlacuaches con una prueba de poder estadistico que basa la
estimacion en un intervalo de confianza (95 %), en una poblacién infinita y en la
prevalencia esperada. Para el calculo del tamafio de muestra a priori, utilicé una
prevalencia minima esperada de 1 %, para la cual la prueba me arrojé una muestra con
al menos 298 tlacuaches. Para estimar el tamafo de muestra a posteriori, utilicé las
prevalencias encontradas en el presente estudio. La significancia de la relacion entre
las abundancias de garrapatas en tlacuaches en funcién de la historia de los sitios y
localidad, la determiné mediante una prueba de Kruskal-Wallis. Utilicé esta ultima
prueba para determinar si la abundancia de garrapatas en perros varioé en funcion de la
localidad y una prueba de U-Mann-Whitney para determinar si la abundancia de

garrapatas varié cuando los perros recibian tratamiento para prevenirlas o no.

Usé modelos lineales generalizados (GLM, por sus siglas en inglés) con una
distribucion de error negativa binomial y una funcién del vinculo logaritmica para
modelar la abundancia de garrapatas en los hospederos con cinco predictores
potenciales. Desarrollé dos modelos: uno para los tlacuaches y otro combinando los
tlacuaches y perros. Las variables predictoras en el modelo maximo para tlacuaches
fueron la localidad, historia de los sitios, distancia de la captura al solar mas cercano,
sexo, y relacion peso-longitud total. En el modelo maximo de perros-tlacuaches, utilicé
los mismos predictores, con excepcion de la historia de los sitios, y relacién peso-
longitud. La significancia del modelo la determiné con la prueba estadistica Omnibus
que prueba si la varianza explicada es significativamente mayor a la varianza no
explicada (Introduction to SAS 2007). Opté por una distribucion binomial negativa,
debido a la sobredispersién en los datos cuando los modelé con una distribucion tipo

Poisson (Buckley 2015). Para conocer si los datos estaban sobredispersados me basé
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en el parametro de dispersion y en si los residuos de la desviansa eran
significativamente mayor a los grados de libertad de los residuos. Las pruebas

estadisticas las hice con los programas SPSS 21.

La identificacion de los factores de riesgo potenciales que estan asociados con las
infecciones en los hospederos (tlacuaches y perros) de E. canis y A. phagocytophilum,
la hice por medio de la prueba de Chi? con una correccién de Yates para tablas de
contingencia de 2 x 2. La significancia de cada asociacion la determiné con una prueba
exacta de Fisher. Utilicé la correccion de Yates y la prueba exacta de Fisher porque los
datos no cumplian con la regla de Thumb, donde todas las frecuencias esperadas
deben de ser mayor a 2 y no mas del 20 % de las frecuencias esperadas debe de ser
menor a 5 (Zar 1984). Determiné si habia asociacion del numero de individuos
infectados por cada patégeno en relacion a los hospederos (tlacuaches contra perros),
localidad, distancia al solar, abundancia de garrapatas, e historia de los sitios. Esta
ultima asociacion sélo la apliqué para los tlacuaches, porque los perros no tenian
asignada la categoria de historia de sitio, ya que normalmente estos fueron
muestreados en las casas de sus duenos, a pesar de ser de libre rango. También
calculé el riesgo relativo (Rr), considerando como “expuestos” al grupo con mayor
prevalencia y como “no expuestos” al resto de el/los grupo(s), con excepcién de las
tablas de las abundancia de garrapatas, en las cuales el grupo expuesto fue el de
mayor abundancia. Ademas, realicé un mapa con la representacién espacial de las
abundancias relativas de Didelphis spp. y abundancia de C. lupus familiaris por
localidad, asi como las prevalencias de A. phagocytophilum y E. canis en sus

hospederos.

Factores de riesgo de infeccion por PTG

Con base en la ecologia de las rickettsias y en las posibilidades de recolectar
informacién durante el trabajo de campo que pudiera relacionarla con las prevalencias
de A. phagocytophilum 'y E. canis, identifiqué factores de riesgo para asociarlos con las

prevalencias reportadas en el presente estudio.
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La abundancia de garrapatas en los hospederos: bajo el supuesto que entre
mayor numero de garrapatas por hospedero se incrementa la probabilidad de
que alguna(s) de estas esté(n) infectada(s) y transmita(n) al patégeno (Keesing
et al. 2010). Ademas, una mayor intensidad de infestacién esta relacionada con
una mayor dosis del agente infeccioso (Stich et al. 2008). La abundancia de
garrapatas la dividi en tres grupos: baja (0-5 garrapatas), media (6-20
garrapatas) y alta (mayor a 20 garrapatas).

La distancia del lugar de captura de los tlacuaches con el solar mas cercano,
bajo el supuesto que a una menor distancia estan mas en contacto con los
perros de libre rango, quienes son hospederos comunes de A. phagocytophilum
y reservorios de E. canis. Por el contrario, a una distancia mayor, los tlacuaches
estarian en contacto con un mayor numero de especies silvestres, como el
venado cola blanca, considerado como reservorio de E. chaffeensis. El riesgo de
infeccion por este patdgeno se incrementaria a mayor distancia del solar mas
cercano. Esta variable, inicialmente continua, la converti en categorica haciendo
dos grupos: los de una distancia de 0-600 m y el de una distancia mayor a 600
m.

Los sitios con historias de uso antropico distinto (solar, acahual y ecotono) es un
factor de riesgo, debido a que en los solares y, en menor medida los ecotonos, la
presencia de perros es mayor que en los acahuales, lo que facilita la transmisién
de los patdgenos asociados a ellos (A. phagocytophilum'y E. canis).

Localidades: se ha reportado que los poblados con un mayor numero de
humanos estan relacionados con un mayor numero de perros (Gompper 2014),
lo que incrementaria el riesgo de infeccion por patégenos asociados a ellos.

Los hospederos: debido a que frecuentemente se reporta a los perros como
hospederos de A. phagocytophilum y reservorios de E. canis, consideré que

tienen mayor riesgo de infeccion que los tlacuaches.
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RESULTADOS

Infecciones

En total, capturé 104 tlacuaches, aunque solo hice el diagndstico a 102 de ellos, porque
una muestra de sangre no fue suficiente y otra se degradd. Tres tlacuaches fueron
positivos a A. phagocytophilum y ninguno a E. canis o E. chaffeensis. Uno de los
tlacuaches positivos a la primera especie fue D. marsupialis el cual lo capturé en un
acahual de Bobola, mientras que los otros dos fueron capturados en ecotonos de
Bobola y China (Anexo 3). Si bien, colecté muestras de sangre y garrapatas a 89
perros, provenientes de las cuatro localidades, sélo pude hacer el diagndstico por PCR
a 44 de ellas, de las cuales 12 fueron positivas a A. phagocytophilum y tres a E. canis,
con prevalencias de 27 % y 7 %, respectivamente (Tabla 2). Las infecciones por A.
phagocytophilum en perros solo se concentraron en China y Xcampeu, mientras que las
de E. canis fueron en Bobola y China (Tabla 2). De todos los hospederos infectados,
s6lo un perro presentd co-infeccion con A. phagocytophilum'y E. canis (Tabla 2, Anexo
4). Con base a la prevalencia de A. phagocytophilum en tlacuaches, el tamafio de
muestra a posteriori estimé tener una muestra de por lo menos 98 tlacuaches. Debido a
que E. canis y E. chaffeensis no estuvieron presentes en los tlacuaches del presente
estudio, no pude calcular el tamafio de muestra a posteriori para poder saber si tuve un

tamafio de muestra representativo.
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Tabla 2. Prevalencia de A. phagocytophilum, E. canis y E. chaffeensis en marsupiales

(Didelphis spp.) y perros en las cuatro localidades cercanas a la ciudad de Campeche.

Prevalencia (%) (hospederos infectados) IC

Localidad Especie (n) A. £ canis E.
phagocytophilum ’ chaffeensis
D. marsupialis (45) 0 i_q )1; 5 0.0 0.0
Lo 4 (2);
Las cuatro D. virginiana (57) 1-11.9 0.0 0.0
localidades Didelphis spp. (102) f_(§)3 0.0 0.0
. L 27 (12); 7 (3);
Canis lupus familiaris (44) 16.3-41.8 23.18.2 0.0
L 20 (1);
D. marsupialis (5) 3 6-62 4 0.0 0.0
D. virginiana (12) 1 2_(:1325 4 0.0 0.0
pobols Didelphis spp. (17) 122); 0.0 0.0
: 3.3-34.3 ' '
Canis lu familiari 17.(2);
pus familiaris (12) 0.0 47-44.8 0.0
D. marsupialis (2) 0.0 0.0 0.0
D. virginiana (18) 16_%)?8 0.0 0.0
China , , 5 (1);
Didelphis spp. (20) 0.9-23 6 0.0 0.0
Canis lupus familiaris (20) gg_(;g )1; . g_(;é ] 0.0
D. marsupialis (18) 0.0 0.0 0.0
Inifa D. virginiana (7) 0.0 0.0 0.0
P Didelphis spp. (25) 0.0 0.0 0.0
Canis lupus familiaris (4) 0.0 0.0 0.0
D. marsupialis (20) 0.0 0.0 0.0
D. virginiana (20) 0.0 0.0 0.0
Xcampeu Didelphis spp. (40) 0.0 0.0 0.0
. o 25 (2);
Canis lupus familiaris (8) 7 1-59 1 0.0 0.0
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Abundancia de hospederos

El esfuerzo total de muestreo fue de 1329 “noches/trampa”, lo cual permitié capturar un
total de 104 tlacuaches, 47 D. marsupialis y 57 D. virginiana, con abundancias relativas
de 0.035 y 0.043, respectivamente (Tabla 3). Las abundancias relativas de D.
virginiana (X?3=5.8, p=0.897, Kruskal-Wallis) y D. marsupialis (Foos. 3, 6= 1.5, p= 0.3,

ANOVA una via) no presentaron una diferencia significativa en relacién a la localidad.

Tabla 3. Abundancia relativa (capturas/trampas activas por noche) por especie de

tlacuache en las localidades de muestreo.

Especie Bobola China INIFAP Xcampeu Total
Didelphis 0.033 0.020 0.039 0.036 0.035
marsupialis (5/150) (3/149) (19/485) (20/545) (47/1329)
Didelphis 0.08 0.12 0.014 0.036 0.043
virginiana (12/150) (18/149) (7/485) (20/545) (57/1329)
Total 0.113 0.141 0.053 0.073
(17/150) (21/149) (26/485) (40/545)

Respecto a la distribucién de las capturas de tlacuaches en funcion de la historia de los
sitios, obtuve 31 en solares, 44 en ecotonos y 29 en acahuales. Las abundancias
relativas de D. virginiana y D. marsupialis no variaron significativamente en funcion de
las historias de los sitios (X2= 5.8, p= 0.054, Kruskal-Wallis; Foos. 2, 7= 3.6, p= 0.082,
ANOVA una via, respectivamente) (Fig. 3). Considerando a las dos especies como una
sola, se aprecia un decremento de sus abundancias relativas desde los solares hacia
los acahuales, pero tampoco fue estadisticamente significativo (Fo.0s: 2, 7= 0.39, p= 0.69,
ANOVA una via) (Fig. 3). La correlacién de Pearson mostré que a mayor abundancia de
D. virginiana, se reduce la abundancia de D. marsupialis (r= —0.65, df= 8, p= 0.041)
(Fig. 4).
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La estimacion de la abundancia de tlacuaches, con el método del area real de
muestreo, fue de 2738 individuos (Anexo 5). Si considero la abundancia promedio de
garrapatas en los tlacuaches que muestreé, 25.5+4.54, éstos alimentarian a 69819
garrapatas (Anexo 5). La estimacion de la abundancia de tlacuaches en el area de
estudio basandome en la densidad de 0.09 tlacuaches/ha fue de 3737 los cuales
alimentarian a 95302 garrapatas de la familia Ixodidae (Anexo 6). Si considero que
Didelphis spp. infecta con A. phagocytophilum al 13 % de las garrapatas que se
alimentan de ellos (Keesing et al. 2012), que todas las especies de garrapatas fuesen
vectores y que una prevalencia del 100 %, el numero de garrapatas infectadas seria de
9076 y 12389. Sin embargo, la prevalencia de A. phagocytophilum en tlacuaches fue
del 3 %, por lo que solo 272 y 371 garrapatas estarian infectadas con este patdégeno
(Anexo 5y 6) .

En general, la estimacion de perros por localidad va de mayor a menor en funcion del
numero de habitantes por localidad. China, por ser la localidad con mayor niumero de
habitantes (31 veces mas que la segunda localidad mas grande) fue también la de

mayor numero de perros (Tabla 4).

Tabla 4. Abundancia estimada de perros por localidad y numero de perros

muestreados. EE= 1 error estandar.

Localidad Abundancia (+ EE) N
INIFAP 6.4 (= 0.6) 5
Xcampeu 22.3 (= 2.3) 17
Bobola 53 (= 5.4) 23
China 1641 (= 166.3) 44
Area de estudio* 2533 (x 257) 89

* La estimacién de perros del area de estudio la hice del mismo poligono delimitado

por carreteras que usé para estimar la abundancia de tlacuaches (Anexo 2).
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Abundancia de garrapatas en hospederos

La abundancia de garrapatas no fue estadisticamente diferente entre las dos especies
de tlacuaches (U= 1116.5, Z= —-1.46, p= 0.14, U-Mann-Whitney), ni entre los organismos
capturados a 0-600 m o 601-1,800 m al solar mas cercano (U= 950.5, Z= -0.66, p= 0.5,
U-Mann-Whitney). De igual forma, los sitios (acahual, ecotono y solar) no fueron
factores que influyeran en la abundancia de garrapatas (X?2= 1.54, p= 0.46, prueba de
Kruskal-Wallis). La abundancia de garrapatas si se vio influenciada por el sexo (U= 821,
Z= -3.36, p= 0.001, Mann-Whitney) y la localidad donde se capturaron a los tlacuaches
(X%3= 25.6, p< 0.001, Kruskal-Wallis) (Fig. 5, Tabla 5). Los tlacuaches capturados en
Bobola tuvieron menor abundancia que en las otras localidades (Fig. 6, Tabla 5). La
abundancia de garrapatas en tlacuaches fue significativamente menor a la de los perros
(25.5 vs 40) (U= 3414, Z= 3.15, p= 0.002, U-Mann-Whitney).

45.0
40.0
35.6

o
© 35.0 .
2
=]
b} 30.0
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g % 25.0
2 E 200
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< 15.0 17 127
: .
2 . .
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5.0

0.0

Hembra Machos

Figura 5. Abundancias de garrapatas en tlacuaches (Didelphis
spp.) en funcion de su sexo en el area de estudio. Barras= 1 error

estandar.
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Tabla 5. Estadisticos usados para detectar factores asociados con la abundancia de
garrapatas en Didelphis spp. de Campeche, México. *diferencias estadisticamente

significativas

Variables
Estadistico
Localidad* X%;= 25.6, p< 0.001. Kruskal-Wallis
Historia de los sitios X%,=1.54, p= 0.46. Kruskal-Wallis

Distancia al solar mas cercano U= 950.5, Z= -0.66, p= 0.5. Mann-Whitney
Sexo* U= 821, Z= -3.36, p= 0.001. Mann—-Whitney

El modelo minimo sugiere que las variables de sexo y localidad explicaron
significativamente la abundancia de garrapatas en tlacuaches. Los machos presentaron
una mayor abundancia de garrapatas respecto a las hembras y los tlacuaches de la
localidad de Bobola tuvieron una menor abundancia de garrapatas respecto al resto de
las localidades (Tabla 6). EI modelo minimo adecuado fue significativo (Chi*= 40.1, gl=
4, p<0.0001, prueba Omnibus). El parametro de dispersion del modelo (1.69), al ser
mayor a cero, pero no muy distante indica que la varianza es mayor a la media y
sugiere una ligera sobredispersion de los datos. De igual forma, el hecho que la
desviansa residual del modelo (119.98) fue un poco mayor a los grados de libertad (99)

indica una ligera sobredispersién de los datos. Sin embargo, al no ser las diferencias
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tan grandes, el modelo binomial negativo es apropiado para explicar la abundancia de
garrapatas en tlacuaches. No inclui las abundancias de garrapatas en los perros,
porque hacian que la sobredispersion se incrementara, a tal punto que ya no era

confiable considerarlos en el modelo.

Tabla 6. Modelo minimo adecuado de GLM para explicar la abundancia de garrapatas

en tlacuaches.

Predictor (Factor) Coeficiente de regresion Valor Z Significancia
Interseccion 0.157 0.4 0.68
Macho 0.78 2.8 0.005
Hembra 0 . .
Xcampeu 2.92 6.53 0.000
INIFAP 2.57 5.49 0.000
China 2.3 4.8 0.000
Bobola 0
Parametro de dispersion 1.69

Los perros que recibieron tratamiento profilactico anti-garrapaticida y/o anti-parasitario
no presentaron infestaciones por garrapatas y tuvieron una abundancia promedio de
garrapatas de 1 y fueron estadisticamente diferentes a las abundancias promedio (50)
de los perros que no recibian tratamiento (U= 261.5, Z= —4, p= 0.000, U-Mann-
Whitney). La abundancia de garrapatas en perros fue similar en las distintas localidades
(X?3= 3.5, p= 0.32, Kruskal-Wallis) (Tabla 7).

Tabla 7. Abundancia de garrapatas en perros por localidad.

Abundancia
Localidad promedio de Error estandar
garrapatas
INIFAP 1 0.4
Xcampeu 4 1
Bobola 16 7
China 70 28.7
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Prevalencias y factores de riesgo
Debido a las bajas prevalencias de A. phagocytophilum en los marsupiales, decidi

hacer las pruebas de asociacion y riesgo relativo usando el numero de perros (44) y

tlacuaches (102) diagnosticados. También, por la ausencia de individuos positivos a E.

chaffeensis, no hice el ejercicio de asociacion de los factores de riesgo por medio de

tablas de contingencia con este patdégeno.
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Figura 7. Representacién espacial de las abundancias relativas de Didelphis spp. y

abundancia de C. lupus familiaris por localidad, asi como las prevalencias de A.

phagocytophilumy E. canis en sus hospederos.
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Tabla 8. Posibles factores de riesgo asociados con la infeccion y riesgo relativo (Rr) de

A. phagocytophilum y E. canis en tlacuaches y perros de Campeche, México.

; Anaplasma Ehrlichia canis
Factores de riesgo phagocytophilum
(n) @. P(®%) Rr (4. P(%) Rr
Abundancia de
garrapatas
Baja (64) 5 8d 1 2d
Media (47) 7 16d 0.8 1 2d 1.58
Alta (35) 3 9d 1 3d
Infestado
Si (125) 15 12d N/A 2 2d 0.3
No (21) 0 0d 1 5d
Distancia al solar
mas cercano (m)
0-600 (120) 15 13d N/A 3 3d N/A
>600 (26) 0 0d 0 0d
Historia sitio
Acahual (28) 1 4d
Ecotono (43) 2 5d 0.8
Solar (31) 0 0d
Localidad
China (40) 11 27d 1 3d
Bobola (29) 2 7e 6.6* 2 7d 8
INIFAP (29) 0 Oe 0 0od
Xcampeu (48) 2 4e 0 0d
Hospedero
Tlacuaches (102) 3 3d 9.3* 0 od N/A
Perros (44) 12 27e 3 7e

Para cada factor de riesgo hice una tabla de contingencia. ® NUmero total de
hospederos analizados. (+) = numero de hospederos (tlacuaches y perros) positivos. P=
prevalencia. * Riesgo relativo significativo. N/A = no aplica. Los numeros con letra
diferente fueron significativamente diferentes (p=<0.05). Usé las mismas letras para

indicar la significancia de cada grupo dentro del factor de riesgo para ambos patégenos.

Ningun patdégeno estuvo asociado a algun grado de abundancia de garrapatas ni si los
hospederos estaban o no infestados. Si bien, los 15 individuos (perros y tlacuaches)
positivos a A. phagocytophilum y tres perros a E. canis, se presentaron a una distancia

del solar mas cercano menor a 600 m, la tabla de contingencia no mostré asociacion
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entre ellas. Tampoco, ninguno de los tres tlacuaches positivos a A. phagocytophilum
estuvieron asociados a los sitios. Debido a que 10 de los 15 individuos positivos a A.
phagocytophilum se presentaron en Ching, el factor de localidad fue significativo (Fig.
7). Ademas el Rr= 6.6 indica que el grupo “expuesto” de China tiene mayor incidencia
de hospederos infectados que el grupo no “expuesto” compuesto por Bobola, INIFAP y
Xcampeu.. Las tres infecciones con E. canis se repartieron en dos localidades por lo
que la tabla de contingencia no mostré una asociacién con el factor de localidad. La
tabla de contingencia mostré que los perros presentaron mayores prevalencias de A.
phagocytophilum y E. canis que los tlacuaches, por lo que también los perros (grupo
“expuesto”) tuvieron una mayor prevalencia de infeccion para estos dos patégenos que

los tlacuaches (grupo “no expuesto”) (Tabla 8).

DISCUSION

Infecciones

A pesar de que los tlacuaches y perros son relativamente abundantes en el area de
estudio y existe una elevada abundancia de garrapatas, solo Anaplasma
phagocytophilum estuvo presente en ambos hospederos, Ehrlichia canis solo se

presentd en perros y E. chaffeensis no fue encontrada.

Anaplasma phagocytophilum

La prevalencia de A. phagocytophilum en tlacuaches en el presente estudio (3 %) es
menor a la del unico reporte de este patégeno en D. virginiana (36 %) en Nueva York
(ver Kessing et al. 2012). Esta diferencia puede deberse a que su estudio se hizo en un
area donde la bacteria es endémica y considerada como de alto riesgo por el
incremento en la poblacion de venado cola blanca (hospedero reservorio) y del principal
vector (Ixodes scapularis). En este sentido, probablemente las poblaciones de venados
son mas pequenas en el area del presente estudio, debido a que es una zona con nula
regulacién de caceria, lo que reduce el riesgo de transmision. El ratén de patas blancas
(Peromiscus leucopus), junto con el venado cola blanca, son los unicos hospederos
reservorios reportados en América (Woldehiwet 2010), por lo que junto con otras

especies de roedores podrian mantener al patdégeno en la comunidad de hospederos
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competentes. Sin embargo, los bajos niveles de bacteriemia que desarrollan los
roedores, comparados con los rumiantes, y su ciclo de vida corto pone en duda su
papel como reservorios (Woldehiwet 2010). Este es el primer reporte del pais para A.
phagocytophilum en D. virginiana y D. marsupialis. Ademas, es el segundo reporte en
fauna silvestre, ya que antes se encontré en roedores de areas naturales protegidas
principalmente del centro del pais (ver Sosa-Gutiérrez et al. 2014), lo que sugiere que
no esta restringido a areas con una abundante poblacién de venado cola blanca y del
vector. Para saber si la prevalencia que encontramos en tlacuaches se debe a que la
infeccion que desarrollan (al igual que los roedores) no es tan alta como en los
rumiantes, habria que hacer estudios experimentales que determinen la bacteriemia en

estos hospederos.

La prevalencia de E. canis en los perros del presente estudio (27 %) es similar a la
encontrada en perros de Colombia (33 %) (McCown et al. 2015); sin embargo, dicho
estudio se hizo con perros de ciudad y serologia, método que tiende a sobreestimar el
numero de individuos infectados, porque detecta infecciones pasadas. En general las
prevalencias de A. phagocytophilum en perros del presente estudio estan por encima
de reportes previos. En México, se reportd una baja seroprevalencia promedio de
Anaplasma spp. en perros (9.9 %), y un promedio ligeramente mayor en perros (14 %)
solo en los estados del sureste mexicano (Tabasco, Campeche, Quintana Roo y
Yucatan) (Movilla et al. 2016). La mayor prevalencia del presente estudio se debe a que
ellos trabajaron con perros con duefio de libre rango y confinados en sus casas, los
cuales tienden a presentar menores prevalencias de patdogenos (Gompper 2014). La
prevalencia por PCR de A. phagocytophilum en perros alrededor del mundo, varia de
0.5 a 6.3 % (Cetinkaya et al. 2015). A pesar que es comun que los perros sean
hospederos de éste patdégeno (Woldehiwet 2010), no muy comunmente se encuentran
prevalencias tan altas. Una posible explicacion a este resultado, es que en el area de
estudio se encuentran los elementos (vectores, clima, alta densidad de perros) para que
el patdbgeno se mantenga y circule en la poblacion de perros. Ademas, la mayoria de los
reportes se han hecho en regiones templadas donde el clima es una limitante para el

principal vector (Ripicephalus sanguineus) de este patdégeno en areas urbanas.
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Debido a que los tlacuaches comparten el territorio con los perros, esperaba que la
prevalencia de este patégeno en tlacuaches capturados en solares y ecotonos fuera
similar a la de los perros. Sin embargo, los didélphidos, que pudieran infectarse con las
garrapatas infectadas por los perros, no siempre logran adquirirlas, pues les es dificil
ingresar y/o escapar de los lugares que frecuentan los perros, pues son presa facil de
estos y de humanos. Ademas, los patrones de movimiento de los tlacuaches (lugares
elevados y bordes) hacen que no siempre estén en contacto con las mismas garrapatas
que los perros alimentaron. También, habria que evaluar cuales especies de garrapatas
son vectores de este patdogeno en el area de estudio y si estos vectores se alimentan

por igual de tlacuaches y perros.

Ehrlichia canis

Si bien, alrededor del mundo se han reportado a varias especies de roedores, felinos,
canidos domésticos y silvestres como hospederos de E. canis (Koenen et al. 2013;
Sainz et al. 2015), los didélfidos no forman parte de este grupo. La ausencia de
tlacuaches positivos a E. canis puede deberse a que su sistema inmunitario es lo
suficientemente fuerte para evitar que este patdogeno se hospede en las células blanco
por lo que serian hospederos incopetentes. El trabajo de Guerrero-Sanchez y Weber-
Rodriguez (2012) apoya esta hipdtesis, debido a que no encontraron tlacuaches
positivos a E. canis en un area donde las prevalencias en zorras y perros fue alta. Sin
embargo, esta hipotesis debe de ser comprobada en futuros estudios, donde se inocule
experimentalmente al patdégeno en las dos especies de tlacuaches y determinen la

reaccion inmunitaria del hospedero y la bacteriemia.

La prevalencia de E. canis en perros del presente estudio (7 %) es baja en relacién a
otros estudios (Rodriguez-Vivas et al. 2005; Pat-Nah et al. 2015; Cetinkaya et al. 2015);
esto a pesar de que a nivel mundial se han reportado a los perros como hospederos
reservorios de E. canis, especialmente en regiones mediterraneas y tropicales
(McQuiston et al. 2003). En estas regiones, el principal vector (R. sanguineus) se ve
favorecido por las condiciones climaticas, ya que las temperaturas por debajo de los
10°C afectan la sobrevivencia de los huevos y garrapatas a la espera de hospederos
(McQuiston et al. 2003; Stich et al. 2008; Beall et al. 2012). En el area de estudio, se
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han reportado seroprevalencias de E. canis del 44 % en perros callejeros de Mérida,
Yucatan (Rodriguez-Vivas et al. 2005), y 35.4 % en Tabasco, Campeche, Quintana Roo
y Yucatan (Movilla et al. 2016). Estos antecedentes contrastan con lo encontrado en el
presente estudio y dichas  diferencias pueden deberse a que los estudios
epidemiologicos que usan pruebas serologicas, como método de diagnostico, presentan
mayores prevalencias que las reportadas por métodos moleculares, debido a que
también detectan infecciones pasadas (Cetinkaya et al. 2015). Sin embargo,
recientemente, se reporté una prevalencia por PCR de 36 % en perros que se
encontraban en centros de control animal de Mérida y Uman, Yucatan (Pat-Nah et al.
2015). Los perros de ciudad y, sobre todo los que pertenecen a centros de control
animal, tienen mayor riesgo de infeccion a los patdégenos (Gompper 2014), como E.
canis (Beall et al. 2012), debido a que su abundancia y densidad son mayores que en
las areas rurales, lo que facilita la transmision de patégenos (Johnson et al. 2015).
Aparentemente, la prevalencia de E. canis en perros domésticos de la ciudad de
Campeche (a tan solo 10-20 km del area de estudio) también tiende a ser alta en los
animales que son llevados a clinicas veterinarias locales (K. Lezama com. pers.). A
diferencia de las ciudades, en las zonas rurales, la densidad de perros es menor, factor
que disminuye la transmisidn, si consideramos que esta es denso-dependiente
(Paddock y Childs 2003; Gompper 2014). Aunado a esto, la baja prevalencia de E.
canis en perros del presente estudio es comparable con la reportada por Almazan y
colaboradores (2016) en Coahuila, donde el 4 % de los perros estuvieron infectados y el
8.7 % de seroprevalencia en perros de Yucatan (ver Jiménez-Coello et al. 2009). La
diferencia en las prevalencias reportadas en México (4-8 vs 36 %) y las encontradas
en las localidades del presente estudio (16.7 vs 5 vs 0 %), sugiere que las altas
prevalencias de E. canis no estan generalizadas y apunta hacia la agregacion de
garrapatas y patégenos transmitidos por estas (Estrada-Pefia y de la Fuente 2014).
Paddock y Childs (2003) también han reportado la agregacion espacial en patdégenos
transmitidos por garrapatas incluyendo Ehrlichia spp, la cual es referida como una
variacion geografica natural en las infecciones de hospederos resultado de un
agrupamiento espacial de las garrapatas infectadas y de factores que intervienen en la

estructura y composicion de las comunidades de hospederos y vectores. Estas

37



contrastantes prevalencias en el area de estudio se repiten en otras regiones, por
ejemplo, un estudio reciente en Turquia reporté una prevalencia en perros menor a 6 %
en comparacion con reportes previos en areas cercanas (41 %). Incluso, las
prevalencias en perros alrededor del mundo varian de 0.5 a 41 % (Cetinkaya et al.
2015).

Ehrlichia chaffeensis

En el presente estudio, no encontré ningun individuo positivo a E. chaffeensis. Con
excepcion de Sosa-Gutiérrez y colaboradores (2014), quienes lo encontraron en
roedores silvestres en 11 estados de México, no hay otros reportes de este patogeno
en animales silvestres. Sosa-Gutiérrez y colaboradores (2016b) describieron el primer
caso mortal de EMH en un paciente del centro del pais, lo que sugiere que esta
establecida en dicha regién y junto con el reporte en roedores silvestres, también
sugiere la posible emergencia de esta enfermedad en México. En otro estudio, se
reportd su presencia en garrapatas de areas naturales de 31 estados de México,
aunque no se menciona de dénde provienen los especimenes infectados (Sosa-
Gutiérrez et al. 2016a). A partir del reporte de individuos de D. virginiana infectados con
E. chaffeensis en EE. UU., se ha considerado a esta especie con potencial para ser
hospedero reservorio (Lockhart et al. 1997; Castellaw et al. 2011). Sin embargo, estos
reportes se restringen a diagnosticos serologicos, los cuales indican una exposicion al
patdgeno, pero no necesariamente una infeccion y, ademas, pudiera tratarse de una
reaccion cruzada con otras bacterias del género Ehrlichia Anaplasma. No hay estudios

que muestren por métodos moleculares la presencia de E. chaffeensis en los didélfidos.

La ausencia de E. chaffeensis en perros del presente estudio puede deberse a que los
principales hospederos reservorios y vectores de este patdgeno estan poco
representados en la comunidad de hospederos vertebrados competentes y vectores. En
EE.UU., las areas catalogadas como de alto riesgo de infeccién por E. chaffeensis son
aquellas que presentan altas densidades del vector (Amblyomma americanum) y del
venado cola blanca, el cual es el principal hospedero de la garrapata y hospedero
reservorio. En areas rurales de la peninsula de Yucatan, que presentan caceria

constante y poco regulada, la densidad de venados es menor respecto a las areas
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donde no hay caceria (Weber 2014a). En el area de estudio, la caceria es una practica
comun (observ. pers.), por lo que los perros que frecuentan los acahuales y ecotonos
tendrian poco contacto directo e indirecto con estos ungulados. Ademas, a pesar que
se han reportado prevalencias similares en perros y venados en areas de EE. UU.,
consideradas de alto riesgo de infeccién por E. chaffeensis (19 vs 17 %) (Yabsley
2010), en general las seroprevalencias promedio en areas rurales de EE.UU. es baja
(2.8 %) (Beal et al. 2012), en comparacion con la de venados cola blanca (47 %)
(Yabsley 2010). En este sentido es necesario hacer un estudio exploratorio de este
patégeno en el resto de la comunidad de vertebrados, principalmente el venado cola

blanca, su principal hospedero reservorio.

Solo un perro de 44 presentd co-infeccidn con A. phagocytophilum y E. canis, la cual es
una situacion muy comun (Movilla et al. 2016). Dado que uno de los efectos de una
infeccion con éstos patdogenos es hacer susceptible al hospedero de infecciones
secundarias y porque ambos patdogenos son comunes en los perros del area de estudio,
era de esperarse esta co-infeccidon. En general, la frecuencia de co-infecciones con
éstos patdgenos en perros es baja (0.6 %) (Cetinkaya et al. 2015), al igual que en el

presente estudio.

Abundancia de hospederos

En el presente estudio, las abundancias relativas de D. virginiana y D. marsupialis se
comportaron de forma inversa entre los sitios, pero no fueron estadisticamente
significativas. La similitud estadistica entre las abundancias relativas en funcion de la
historia del sitio puede deberse a que ninguna de las dos especies tiene una marcada
preferencia hacia habitats con algun grado de perturbacion. Se ha reportado que ambas
especies se encuentran en una gran variedad de habitats y se adaptan muy bien a
ambientes perturbados, aunque también se encuentran en ambientes conservados
(Sunquist et al. 1987; Adler et al. 1997; Colchero et al. 2014; Zarza y Medellin 2014). No
obstante, la prueba de correlacion sugirié que a una mayor abundancia relativa de una
especie, menor es la de la otra. Aun cuando no hay diferencias estadisticas entre las
abundancias relativas de cada especie de tlacuache, en relacién al tipo de sitio, es

evidente que en cada sitio se comportan de manera diferente. Cuando la abundancia
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relativa de una especie es alta, la otra es baja, excepto en los ecotonos debido a que
muestree en ecotonos que estaban en un area con mayor proporcion de selva pero
también en ecotono mas cercanos a los asentamientos rurales y donde en los primeros,
en general capturé mas D. marsupialis que D. virginiana y viceversa. En un estudio en
la depresion central de Chiapas, la presencia de D. marsupialis, se restringié a sitios
poco perturbados, donde D. virginiana es mas abundante (Cruz-Salazar 2013). Mientras
que en el limite sur del rango de distribucion de D. virginiana, solo D. marsupialis estuvo
presente en areas rurales (Vaughan Foster 1999), lo que sugiere una posible
interaccion de competencia por recursos entre estas dos especies. Esta interaccion
puede explicar la baja abundancia relativa del tlacuache comun en solares. Por otra
parte, el tlacuache de Virginia presentd una baja abundancia relativa en los sitios que
catalogué como acahual. Este resultado estd apoyado por Kanda y colaboradores
(2009) quienes reportan que el tlacuache de Virginia en EE. UU. prefiere son sitios
rurales medianamente urbanizados, debido a la disponibilidad de alimento y refugio
durante todo el afio. En este sentido, la baja abundancia de esta especie en los
acahuales puede deberse a que le es mas facil conseguir alimento en los solares
(gallinas y frutos en particular), que en las selvas del area de estudio. Las capturas de
D. virginiana se concentraron principalmente en solares y ecotonos, mientras D.
marsupialis se concentré en acahuales y ecotonos. Con los resultados del presente
estudio no puedo afirmar si el patrén observado en la prueba de correlacion se deba a
la preferencia de habitat o a una interaccion de competencia entre las dos especies de

tlacuaches.

La estimacion de abundancia de los perros fue mayor en China y menor en INIFAP.
Dado que los perros dependen de los recursos provistos por los humanos, una
variacion en la densidad de humanos, practicas de manejo de residuos y recursos
disponibles, resulta en una variacion de la abundancia (Gompper 2014). La diferencia
entre las abundancias de perros entre las localidades va de la mano con la gran
variabilidad en los parametros que determinan la abundancia de perros de una localidad

a otra de una misma region. Solo en Yucatan, la proporcién humano:perro varia de
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4.6:1 a 1.7:1 en dos poblados de municipios cercanos (Vazquez-Avila 2004; Ortega-
Pacheco et al. 2007).

Abundancia de garrapatas en hospederos

La distancia al solar mas cercano y el tipo de sitio (acahual, ecotono y solar), no
influyeron sobre la abundancia de garrapatas en los tlacuaches, pero si la localidad
donde se muestred. Los tlacuaches de Xcampeu presentaron una mayor abundancia de
garrapatas, mientras que en Bobola fue estadisticamente menor que en el resto de las
localidades. Una posible explicacion a la diferencia de las abundancias de garrapata en
relacion la localidad, es por la historia ambiental de estos. En los acahuales de
Xcampeu hubo practicas ganaderas un par de afos previos al muestreo y/o durante el
mismo (adyacentes al parche de vegetacion muestreado). En los sitios donde hubo o
hay ganaderia, las garrapatas asociadas al ganado se comparten con otros hospederos
(domésticos y silvestres) y los niveles de infestacion pueden ser mayores en estos sitios
que en areas donde esta practica no existe (Rodriguez-Vivas et al. 2013). En los
acahuales de Bobola, se practica la caceria, recoleccion de lefia para carbén y
apicultura, pero su principal actividad economica es la agricultura, la cual esta
negativamente asociada con la abundancia de garrapatas por excluir a los hospederos
y la pérdida de habitat para las garrapatas (Pfaffle et al. 2013). En este sentido, la
abundancia de garrapatas en los tlacuaches capturados de Bobola pudo verse afectada
negativamente por la cercania de los sitios de colecta con los campos agricolas de este
poblado (el ambito hogarefio de la mayoria de los tlacuaches capturados en este
poblado abarcaba campos agricolas). Por el contrario, la cercania de los sitios de
colecta en Xcampeu con areas ganaderas o sitios donde hubo esta practica una
temporada previa al muestreo, pudo ser un factor que favoreciera la abundancia de

garrapatas en los tlacuaches de este poblado.

Es importante mencionar que la historia ambiental de las localidades no es suficiente
para explicar las diferencias, ya que existe una compleja relacion hospedero-garrapata
que depende de factores locales (microclima, estructura y composicion de la
vegetacion, y comunidad de hospederos) (Kiffner et al. 2011; Pfaffle et al. 2013; Del
Fabbro et al. 2015) y a nivel de paisaje (proporcion de areas agricolas, ganaderas,
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tamafio del parche de vegetacion y conectividad con otros parches) (Estrada-Pefa y de
la Fuente 2014; Perez et al. 2016). EI numero y tamafo de los fragmentos de
vegetacion pudieran determinar la composicion de la comunidad de vertebrados

(Gortazar et al. 2014), asi como los factores propios a cada sitio.

El sexo determind la abundancia de garrapatas en tlacuaches, los machos presentaron
valores mayores (35.6 + 14.3) que las hembras (12.7 + 8.5). Este fendmeno se ha
reportado en venados y roedores (Brunner y Ostfeld 2008; Ruiz-Fons et al. 2013), y es
la primera vez que se reporta en Didelphis spp. La mayor carga parasitaria en machos
puede relacionarse con una mayor superficie corporal, o que los hace mas susceptibles
a contraer y alimentar a un mayor numero de garrapatas (Ruiz-Fonz et al. 2013). Sin
embargo, no hubo diferencias entre el peso y relacion peso/longitud entre machos vy
hembras, por lo que el patrén encontrado no se explica con la anatomia de los
tlacuaches. Otra posible razén es la desventaja inmunitaria de los machos, la cual
sefnala que uno de los efectos secundarios de la testosterona es suprimir el sistema
inmunolégico del hospedero, por lo que son mas susceptibles a infestarse con
garrapatas (Brunner y Ostfeld 2008; Ruiz-Fons et al. 2013). Ademas, las especies
poligamas gastan mas energia en reproducirse, que en su sistema inmunoldgico,
especialmente los machos (Rolff 2002). La diferencia entre el comportamiento de
machos y hembras de los didélphidos también pudiera explicar las diferencias, porque
aunque el ambito hogarefio sea similar (Sunsquist et al. 1987; Vaughan y Hawkins
1999; Wright et al. 2012; Walter et al. 2013), se ha reportado que los machos recorren
mayores distancias, incluso cubren el territorio de varias hembras (Sunsquist et al.
1987; Zarza y Medellin 2014), lo que los hace mas vulnerables a contraer garrapatas.
En un contexto epidemioldgico, los machos de Didelphis spp. pudieran estar mas
involucrados en la dinamica de transmision de enfermedades por garrapatas por una
tendencia a recorrer mayores distancias que las hembras, tener un mayor ambito

hogarefio y contener un mayor numero de garrapatas.
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Los perros presentaron una mayor abundancia de garrapatas que los tlacuaches, lo
cual tiene sentido porque a mayor superficie corporal es mayor el numero de garrapatas
y se incrementa la probabilidad de adquirirlas (Ruiz-Fons et al. 2013). Ademas, la alta
densidad que los perros alcanzan en los asentamientos humanos, junto con el poco o
nulo cuidado sanitario que reciben, favorece a la poblacion de garrapatas (Ripicephalus
sanguineus) y presentan mayores infestaciones que las especies silvestres (Gompper
2014). La abundancia de garrapatas en perros no fue estadisticamente diferente entre
las localidades. No obstante, las infestaciones iguales o mayores a 50 garrapatas
fueron comunes en China. Este patron puede deberse a que esta localidad fue la de
mayor poblacién de perros, lo que favorece a la poblacién de garrapatas. Ademas, el

poco cuidado sanitario que reciben, los hacen mas vulnerables a contraer garrapatas.

Prevalencias y factores de riesgo

Por el bajo numero de tlacuaches y perros positivos, decidi considerar a las tres
especies de hospederos en un mismo grupo para hacer las respectivas asociaciones.
Aun asi, las infecciones por A. phagocytophilum y E. canis no estuvieron asociadas a
algun grado de infestacion por garrapatas, ni si los hospederos estaban o no infestados.
Una posible explicacion a la falta de asociacion es que no se necesita un numero
grande de garrapatas infectadas para que el hospedero también lo esté. En el noreste
de EE. UU., reportaron que de 25 D. virginiana capturados, nueve (36 %) estaban
infectados con A. phagocytophilum y el promedio de garrapatas por hospedero fue de
20, pero solo 13 % de las garrapatas también presentaban al patogeno (Keesing et al.
2012). Pese a que a un mayor grado de infestacion por garrapatas se incrementa el
riesgo de que le transmita al patégeno (Ruiz-Fons et al. 2013), Keesing y colaboradores
(2012) dejan en claro que no se necesitan muchas garrapatas infectadas por hospedero

para adquirir la infeccion.

Las infecciones en México por A. phagocytophilum y E. canis en México han estado
asociadas a la presencia de garrapatas en el hospedero y al libre acceso de los perros
al exterior de sus casas (Movilla et al. 2016), lo cual no fue nuestro caso. Una posible
explicacion es que ellos muestrearon a perros con duefio de ciudades, quienes brindan

un mejor cuidado sanitario a sus perros (e. g., bafos frecuentes, remocién de
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ectoparasitos), a diferencia de los perros rurales con duefio que no viven al interior de la
casa y tienen libre acceso a las calles, areas forestales, ganaderas y/o agricolas, donde

es mas frecuente el contacto con ectoparasitos.

Si bien, los hospederos infectados con A. phagocytophilum 'y E. canis se restringieron a
0-600 m del solar mas cercano, no fue significativa la asociacion. Posiblemente, el
resultado estuvo influenciado por el bajo numero de individuos muestreados a una
distancia mayor de 600 m. Con tan pocos tlacuaches positivos a A. phagocytophilum,
tampoco hubo un patrén en relacion a los acahuales, ecotonos y solares. No obstante,
la distribuciéon de los pocos tlacuaches positivos, respecto al sitio, sugiere que las
localidades con mayor poblacién de perros tienen mayor probabilidad de infeccion por
patdogenos que usan a los perros como reservorios (E. canis) o patdgenos comunes en
estos (A. phagocytophilum) (Gompper 2014; Atif 2015). El efecto de agregacion de las
prevalencias en perros en funcion de las localidades también se ha reportado en perros
de EE. UU. donde el rango de seroprevalencias de A. phagocytophilum en perros de
ciudad y areas rurales fue 4.8 a 21.8 %, e incluso otras donde no encontraron al

patégeno (Bowman et al. 2009).

La localidad de China tuvo la mayor poblacion humana, perros con duefio (1751.4) y
garrapatas en estos hospederos (70.2), lo que generd que las infecciones por A.
phagocytophilum se concentraran alli, debido a que los perros son considerados
hospederos comunes de este patogeno (Atif 2015). Esto sugiere que la infeccién de A.
phagocytophilum en perros es denso-dependiente, pero posiblemente no lo sea en
tlacuaches, ya que también fueron abundantes y presentaron una abundancia de

garrapatas altas, pero una prevalencia baja.

A pesar de que en China se presentaron factores que facilitan la transmision de E. canis
(alta densidad de perros, poco cuidado sanitario), sélo hubo un perro infectado por este
patogeno. El resto de los perros con E. canis fueron de Bobola, segunda localidad con
mayor estimacion de abundancia de perros (56.5). Brunner y Ostfeld (2008) reportaron

que es frecuente la agregacion de patégenos transmitidos por garrapatas en la
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poblacion de hospederos, y que no necesariamente, el patdbgeno va a estar presente en
una comunidad donde se encuentren los elementos que faciliten su transmision
(vectores y hospederos). Los perros presentaron mayores infecciones por A.
phagocytophilum 'y E. canis que los tlacuaches. Este resultado era de esperarse por ser
los perros hospederos comunes y reservorios de estos dos patogenos (Beall et al.
2012; Atif 2015).

Didélfidos y perros en la dinamica de transmision de Anaplasmataceae

La presencia de A. phagocytophilum en tlacuaches y perros, y E. canis en perros,
sugiere la posibilidad que estos patdégenos, en parte, estén presentes en los
hospederos competentes del area de estudio. Si bien, sélo se ha comprobado la
capacidad de D. virginiana para mantener y transmitir a A. phagocytophilum (Keesing et
al. 2012), por la similitud filogenética de las dos especies de tlacuaches (Colcher et al.
2014; Zarza et al. 2014), no se debe de descartar la posibilidad de que D. marsupialis
también sea un hospedero competente para esta bacteria. Ehrlichia chaffeensis solo se
ha reportado en el tlacuache de Virginia por métodos seroldgicos (Lockhart et al. 1997,
Castellaw et al. 2011), lo que sugiere que hubo una exposicion al patdgeno mas no
necesariamente una infeccion (Cetinkaya et al. 2015). Hasta la fecha, no se puede
confirmar que los didélfidos jueguen el papel de hospederos en la dinamica de
transmision de E. canis y E. chaffeensis, debido a que no se ha confirmado su infeccion
por métodos moleculares (Estrada-Pefia y de la Fuente 2014). En este sentido, conocer
la virulencia de los patdégenos en el hospedero es necesario para definir su capacidad

para mantener y transmitir la infeccion (Paddock y Childs 2003).

El bajo numero de tlacuaches positivos a A. phagocytophilum, y la ausencia de E.
chaffeensis y E. canis en los tlacuaches del presente estudio se ve compensado por las
abundancias que llegan a presentar las dos especies de tlacuaches y por la cantidad de
garrapatas que alimentan, a pesar que solo unas pocas estarian infectadas con A.
phagocytophilum (Anexo 5y 6). En este sentido, los tlacuaches estarian contribuyendo
con el mantenimiento de las poblaciones de garrapatas vectores de PTG, mas que
contribuir directamente en la transmision de Aanaplasma spp. y Ehrlichia spp. Estos

resultados contrastan con el reporte de que D. virginiana es un hospedero que
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“absorbe” las infecciones, porque se quitan o matan hasta 5487 garrapatas por
hectarea, por lo que su presencia en la comunidad de hospederos, mas que facilitar la
transmision de PTG, la afectaria (bajo el contexto del “efecto de dilusion) (Kessing et al.
2006, 2012).

Los perros en la interfaz entre especies domésticas-silvestres adoptan el rol de
depredadores, presas, competidores y reservorios o0 transmisores de parasitos
(Gompper 2014). Su alta abundancia y constante intromisién en ambientes con fauna
silvestre, son factores de riesgo que facilitan la transmisién de sus patégenos (Knobel et
al. 2014). La baja calidad de vida (poco cuidado sanitario y densidades altas),
generalmente, esta asociada a una baja calidad en salud, factor que los hace mas
vulnerables a infestaciones por ectoparasitos y a infecciones por patégenos, como los
del presente estudio (Gompper et al. 2014). La alta abundancia de perros (1751.4) en el
poblado de China, y la prevalencia de A. phagocytophilum en los perros muestreados
del mismo poblado (50 %), los hacen una especie y poblacion clave en el
mantenimiento de este patdégeno, aun mas que los tlacuaches. Sin embargo, para
comprobar si hay una transmision de A. phagocytophilum y E. canis entre fauna
silvestre y domeéstica, es necesario futuros estudios filogenéticos que revelen la similitud
entre los patdégenos en los perros y fauna silvestre. La mayoria de los perros
muestreados incursionaban en los acahuales, por lo menos una vez al mes, lo que los
coloca como una especie activa en la interfaz fauna doméstica-silvestre y como factor

de riesgo en la transmisién de patdégenos y ectoparasitos (Knobel et al. 2015).

La diversidad de la comunidad de vertebrados en el area de estudio puede tener un
doble efecto en el riesgo de transmision de A. phagocytophilum, E. canis y E.
chaffeensis. En las comunidades ecolégicas existen factores que en lugar de facilitar la
transmision (como una alta densidad de hospederos competentes para el patdgeno y
vector), la limitan o regulan. Por ejemplo, es frecuente que en las comunidades haya
igual o mayor numero de hospederos no competentes, que al no infectarse con estos
patdgenos, detienen la transmision, porque la garrapata infectada se alimenta de un

hospedero en el cual el patbgeno no puede sobrevivir 0, en caso que si pueda, la
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bacteriemia no es lo suficiente para infectar a otras garrapatas y que estas continuen
con el ciclo de transmision. A esto se le conoce como “efecto de dilucion” (la diversidad
de un ecosistema diluye o “absorbe” la transmision de patégenos) vy “efecto de
facilitacion”(la diversidad de un ecosistema facilita la transmision de patdégenos)
(Keesing et al. 2006; Wood et al. 2014). Bajo este contexto, en los ecosistemas que
contengan densidades altas de hospederos reservorios de los patégenos en cuestion,
como el venado cola blanca para E. chaffeensis y A. phagocytophilum, especie de
hospedero que incluso es usada como centinela para monitorear la dispersiéon de estas
bacterias (Woldehiwet 2010; Yabsley 2010), lo convierte en un factor de riesgo para la
infeccidn por estos patégenos. En la Peninsula de Yucatan, los venados temazate café
y rojo también comparten el habitat con el venado cola blanca (Galindo-Leal y Weber
2014; Medellin 2014; Weber 2014b), los cuales, por su similitud filogenética, también
deberian de ser considerados como posibles reservorios de estos patdogenos y su
presencia considerada como factor de riesgo. Ademas, la alta diversidad de especies
que encontramos en la Peninsula (muchas de ellas hospederos de estos patégenos),
sobretodo en la reserva de Calakmul, refleja la posibilidad que patégenos, como E.
chaffeensis y A. phagocytophilum, encuentren las condiciones para estar presentes y
circulando en la comunidad de vertebrados. Si bien, en el presente estudio no detecté
individuos positivos a E. chaffeensis, valdria la pena hacer un monitoreo de este
patogeno en los cérvidos, especialmente en el venado cola blanca y en la comunidad
de garrapatas. Los perros, al poder infectarse con los tres patégenos y por su
abundancia, pudieran ser hospederos centinelas, o que permitiria mapear las zonas de

alto riesgo de infeccién para cada una de las bacterias.
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RECOMENDACIONES

Para poder confirmar que la ausencia de E. canis y E. chaffeensis en los tlacuaches del
presente estudio se deba a que no alcancé el tamafio de muestra, bajo el supuesto que
se pueden llegar a infectar, en futuros estudios habria que incrementar el nimero de

individuos analizados a por los menos 299 (estimacioén de tamafio de muestra a priori).

Para evaluar la capacidad competente de los tlacuaches y su posible estatus como
hospederos, es necesario estudios experimentales de laboratorio complementarios que
determinen qué tan susceptibles son de infectarse con las sepas de los tres patdgenos
de la regién de estudio, cuanto dura la infeccién y la probabilidad que tienen las
garrapatas de adquirir al agente etiolégico cuando se alimentan de estos (Keesing et al.
2012; Estrada-Pefia y de la Fuente 2014).

Para darle continuidad al trabajo, es recomendable hacer el diagnostico también a las
garrapatas y de las especies de garrapatas positivas, evaluar su capacidad para

transmitir al patogeno.

Para poder explicar la influencia del sexo en la abundancia de garrapatas, habria que
evaluar cuales son las caracteristicas de los habitos de los tlacuaches, si la fortaleza del
sistema inmunitario es igual en machos que en hembras y determinar en qué medida

estos factores estarian asociados a la abundancia de garrapatas en estos hospederos.

El efecto de localidad en la abundancia de garrapatas no sélo se explica por la historia
ambiental, por lo que habria que investigar la fenologia de la comunidad de garrapatas
y la relacién de ésta con la composicién de la comunidad de hospederos con el fin de
tener una mejor idea de los factores que intervienen en su abundancia de estas
(Estrada-Pefa y de la Fuente 2014).

Recomiendo que futuros estudios evaluen si los perros con duefio de libre rango

pueden ser usados como centinelas para el monitoreo de las tres rickettsias en la
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Peninsula de Yucatan. Esta informacion seria de utilidad para generar mapas de riesgo
de infeccion de los patdgenos en cuestion (Yabsley 2010). También recomiendo que se
determine si las tres especies de patdogenos estan presentes en las tres especies de
venados de la Peninsula de Yucatan y si estos posibles hospederos se pueden usar

como especies centinelas.

Para poder concluir que los perros estan transmitiendo a A. phagocytophilum a los
tlacuaches y posiblemente al resto de hospederos silvestres competentes, habria que
completar el presente estudio con analisis filogenéticos de los patégenos encontrados

en cada hospedero.

Finalmente es de suma importancia que se hagan campafias para controlar la poblacién
de perros de libre rango (sobre todo en China) para prevenir brotes de A.
phagocytophilum y que se informe a la poblacion en general de prevenir el contacto con
garrapatas y en caso de ser mordidos por una, retirarla antes que pasen 24 h. De igual
forma, recomendar a los encargados de los centros de salud de las tres localidades que
tengan en cuenta la presencia de A. phagocytophilum en la region y que consideren la
enfermedad de AGH a pacientes con sintomatologia. También es recomendable que en
el area de estudio se tenga un mayor control de infestaciones por garrapatas en

animales domésticos.
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CONCLUSIONES

Conocer la dinamica de transmisién de enfermedades en la interfaz fauna silvestre,
animales domésticos y humanos se ha vuelto una de las prioridades en la investigacion
ecologica y epidemiolégica. Bajo este enfoque, encontré evidencia irrefutable de la
presencia de A. phagocytophilum en tlacuaches y perros con dueio de libre rango en
una region rural de la Peninsula de Yucatan. A pesar de la baja prevalencia de este
patdogeno en los tlacuaches, o nulas (para E. canis y E. chaffeensis), estos podrian
estar involucrados de forma indirecta en la dinamica de transmisiéon de PTG debido a la
alta abundancia de garrapatas que presentaron. Los machos pudieran tener un papel
mas importante en la transmision de PTG, debido a la mayor abundancia promedio de
garrapatas que presentaron en relacion a las hembras. Otros factores regionales
también parecen afectar la abundancia de garrapatas, como la ganaderia, que la
favorece, o la agricultura que la disminuye; y que finalmente se traduce en un riesgo
mayor o menor de infeccion por PTG. En cuanto a los perros de libre rango del presente
estudio y las altas prevalencias encontradas, superiores a reportes previos en México y
en el mundo, podrian considerarse como hospederos reservorios en esta region. Esto
ante la gran abundancia de perros en areas rurales de México y la tendencia creciente
de su poblacion, es un hallazgo que no puede soslayarse en términos de salud, ni para

futuras investigaciones sobre rickettsiosis en socio-ecosistemas neotropicales.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotos de los geles de agarosa con productos amplificados por PCR anidado
de A) Anaplasma phagocytophilum y B) Ehrlichia canis. (A) muestra el resultado
positivo a la presencia de un fragmento del gen 16s ADNr de A. phagocytophilum de las
muestras de perro 26—p, 72—p, 76—p, 87—p, 88—p y el control positivo 2004. (B) muestra
el resultado positivo a la presencia de un fragmento del gen 16s ADNr de E. canis de

las muestras de perro 88—p, 48—p, 9—p y el control positivo.

PCR anidado de Anaplasma
phagocytophilum

mgz‘b ool o esp 72p 75p Wepl 879 88p 10

PCR anidado de Ehrlichia canis
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Anexo 2. Mapa del poligono delimitado por carreteras, del cual se obtuvieron los sitios
para la estimacion de abundancia de tlacuaches.
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Anexo 3. Caracteristicas de captura de los tlacuaches infectados por A.
phagocytophilum

Especie Localidad Hlstqr!a Sexo Edad Abundancia Infeccion Clave
del sitio garrapatas
D. s Bobola Acahual Hembra Adulto 6 A . 2

marsupialis phagocytophilum

D. virginiana Bobola Ecotono Hembra Adulto 2 A. . 71
phagocytophilum

D. virginiana China Ecotono Macho Adulto 11 A. . 130
phagocytophilum
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Anexo 4. Caracteristicas de muestreo de los perros infectados por A. phagocytophilum

y E. canis
Localidad Condicion Dias ACtNK_jad Abundancia tratamiento Sexo Infeccion Clave
corporal monte/mes duefio garrapatas
. Comisario/ A
China Normal 2 Cazador 4 No Hembra phagocytophilum 4-p
Xcampeu Normal 10 Solar 2 Si Hembra A. ; 17-p/
phagocytophilum p-3-c
Xcampeu Normal 20 Solar 11 No Hembra A ; 26-p
phagocytophilum
China Normal 15 Comerciante 700 No Macho A : 58-p
phagocytophilum
- Ganadero A.
China Normal 20 Agricultor 100 No Macho phagocytophilum 72—p
s Comerciante A.
China Normal 20 Cazador-Agr 6 No Macho phagocytophilum 76—p
- A.
China Normal 8 Solar-Velador 6 No Hembra phagocytophilum 82—p
- Comerciante A.
China Normal 28 Ganadero 15 No Macho phagocytophilum 86—p
o Apiario . A.
China Normal 16 Cazador 3 Si Macho phagocytophilum 87-p
L. Comerciante A.
China Delgado 28 Cazador 200 No Macho phagocytophilum 90-p
.. Apiario A.
China Normal 12 Cazador 5 No Macho phagocytophilum 92—p
. A.
China Normal 30 CAplano/ 9 No Macho phagocytophilum / 88—p
azador :
E. canis
Bobola  Delgado 25 é‘e”ador’ 0 No Macho E. canis 9-p
arbonero
Bobola Normal 10 Solar/Cazador 100 No Macho E. canis 48—p

Anexo 5. Estimacion de abundancia de Didelphis spp. en el uso de suelo forestal del

area de estudio usando el area real de muestreo.

< . ., No. de No. de
Area real No. de Area Estimacion arrapatas arrapatas

Uso de No. de de ' abundancia No. de garrap garrap
tlacuaches total infectadas infectadas

suelo trampas muestreo capturados (ha) de garrapatas or A. phado or A
(ha) P tlacuaches* por 2. phago. PO 2 e

phago.

Forestal 140 1092 72 292 2738 69819 9076 212

*Estimacion de abundancia de tlacuaches = (41526 ha * 72) / 1092 ha. ** Estimacion de
garrapatas considerando que el 100 % de la estimacion de tlacuaches estuviesen infectados.
*#* Estimacion de garrapatas considerando que el 3 % de la estimacion de tlacuaches
estuviesen infectados.
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Anexo 6. Estimacion de abundancia de Didelphis spp. en el uso de suelo forestal del

area de estudio con base en la densidad de tlacuaches.

Densidad:  Estimacion No. de No. de .
tacuaches  abundancia No. de garrapatas garrapatas Hectareas de
) infectadas infectadas uso de suelo
por de garrapatas orA orA forestal
hectarea tlacuaches P e P ex
phago. phago
0.09 3737 95302 12389 372 41526

Estimacion de garrapatas considerando que el 100 % de la estimacién de
tlacuaches estuviesen infectados. ** Estimacion de garrapatas considerando

que el 3 % de la estimacion de tlacuaches estuviesen infectados.
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