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RESUMEN

El protozoo Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas en
humanos, es considerado un pardsito hiper-endémico en la Region de Coquimbo.
Asi, este estudio se enfocO en analizar la distribucion espacial de la infeccidén por
T. cruzi en alguno de sus hospederos a escala local en distintas localidades de
esta region, buscando probar si la infeccion por T. cruzi se encuentra agrupada
espacialmente. Las muestras en que se detecté al parasito, fueron obtenidas a
partir de abddémenes del vector silvestre Mepraia spinolai y de sangre periférica de
roedores silvestres, quienes fueron capturados en ecotopos especificos:
chaguales y pircas. Las muestras fueron analizadas a través de PCR cuantitativo
para evaluar, por un lado, el estado de infeccion y carga parasitaria por individuo,
y por otro lado, la presencia de clusters (agrupamiento) de infeccion por T. cruzi,
tanto en vectores como en roedores. Los resultados obtenidos en roedores
arrojaron un nivel de infeccion similar a estudios previos en la region (51,5%); sin
embargo, en la caracterizaciéon por especie, se evidencio una tasa de infeccion
superior en las dos especies mas abundantes (Phyllotis darwini y Rattus rattus).
Respecto a la carga parasitaria, la mayoria de los roedores presentaron bajas
cargas parasitarias (<1 par-eg/mL). En el caso de triatominos, la frecuencia de
infeccion (69,1%) se mantuvo dentro del rango esperado segun lo reportado en la
literatura, y la carga parasitaria también fue baja en la mayoria de individuos
analizados (<1 par-eqg/triatomino). En relacion al analisis espacial, solamente se
identifico un cluster de infeccion por T. cruzi compuesto exclusivamente por P.
darwini. Con los resultados obtenidos, no se pudo probar que la infeccién por T.
cruzi se mantiene de forma agregada en el espacio, a escala local. Sin embargo,
el hallazgo de un cluster compuesto solamente por P. darwini, en una localidad
con particularidades climaticas, permitiria la formulacién de nuevas hipétesis
respecto de como se comporta el parasito dentro de sus hospederos y en el

espacio.



SUMMARY

Trypanosoma cruzi protozoon, which causes Chagas disease in humans, is
considered a hyper-endemic parasite in the Coquimbo Region. Thus, this study
focused on analyzing the spatial distribution of T. cruzi infection in one of its hosts
at a local scale in different localities of this region, seeking to test if T. cruzi
infection is spatially grouped. Samples in which the parasite was detected were
obtained from abdomens of the wild vector Mepraia spinolai and peripheral blood
of wild rodents, who were captured in specific ecotopes: chaguales and pircas.
Samples were analyzed through quantitative PCR to evaluate, on the one hand,
the status of infection and parasitic load per individual, and on the other hand, the
presence of clusters of infection by T. cruzi, both in vectors and in rodents. Results
obtained in rodents showed a level of infection similar to previous studies in the
region (51,5%); however, in the characterization by species, a higher infection rate
was evidenced in the two most abundant species (Phyllotis darwini and Rattus
rattus). Regarding parasitic load, the majority of rodents presented low parasitic
loads (<1 par-eqg/mL). In the case of triatomines, frequency of infection (69,1%)
remained within a expected range as reported in literature, and the parasitic load
was also low in most of the individuals analyzed (<1 par-eqg/triatomine). In relation
to spatial analysis, only one cluster of T. cruzi infection was identified, exclusively
composed of individuals of P. darwini. With the results obtained, it was not possible
to prove that T. cruzi infection is maintained in an aggregate manner in space, at a
local scale. However, the finding of a cluster composed only of P. darwini, in a
locality with climatic particularities, would allow the formulation of new hypotheses

regarding how the parasite behaves inside its hosts and in space.



INTRODUCCION

El parasito Trypanosoma cruzi es el causante de la enfermedad de Chagas en
humanos. Este protozoo se transmite principalmente a través de vectores
triatominos hacia sus hospederos mamiferos. En Chile, este parasito se distribuye
principalmente en sectores aridos y semi-aridos de la zona centro-norte del pais.
Los dos vectores principales son Triatoma infestans y Mepraia spinolai. El habitat
de esta Ultima especie es principalmente silvestre, transmitiendo la infeccién
primordialmente a micromamiferos silvestres. A pesar de los multiples estudios
relacionados a T. cruzi, en Chile se ha estudiado poco la distribucion espacial de
la infeccion por este agente a escala local. Para evaluar este aspecto, es
necesario conocer coOmo ocupan o se distribuyen en el espacio los individuos de
una especie, considerando tanto vectores como hospederos. Al respecto, existe
evidencia del rango de hogar y el tipo de distribucion espacial del vector M.
spinolai, capaz de desplazarse escasos metros y encontrarse en el medio natural
de forma agrupada. Por otro lado, los hospederos, a diferencia de los triatominos,
tienen una mayor capacidad de dispersion, por lo cual su rango de hogar es
mayor. Sin embargo, los micromamiferos, especificamente algunas especies de
roedores, tienden a distribuirse también de manera agregada. Adicionalmente, la
carga parasitaria podria ser un parametro relevante a evaluar, pues se esperaria
gue a mayor cantidad de parasitos circulantes en un individuo infectado, mayor
sea la cantidad de parasitos capaces de transmitirse a otro individuo. A partir de
estos antecedentes, este estudio propone que la distribucién espacial de la
infeccion por T. cruzi, medida como nivel de infeccidn y carga parasitaria, esta
relacionada a la distribucion de los hospederos, y fundamentalmente, a la cercania

espacial entre vectores y hospederos, a escala local.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Distribuciéon espacial de las especies

En ecologia, se ha estudiado la distribucion espacial de las especies para
comprender e inferir las reglas fundamentales del comportamiento que expliquen
su movimiento (Taylor, 1986). Al respecto existen tres tipos distribucion espacial:
aleatoria, uniforme y agrupada (Krebs, 1999). La distribucion aleatoria se refiere a
gue cualquier ubicacion espacial tiene la misma probabilidad de llegar a ser
ocupada por un individuo de una poblacion, sin que ésta afecte a otro individuo de
la poblacion (Ej: algunas especies florales con dispersion de semillas por viento).
La distribucion uniforme ocurre cuando los individuos se ubican segun un patron
espacial determinado (Ej: moluscos, en busqueda de sustrato donde
establecerse). Finalmente, la distribucion agregada hace referencia a que la
presencia de un individuo indicara una mayor probabilidad de encontrar otro
individuo de la misma poblacion a una distancia menor de lo esperado. Suele ser
esta Ultima, la mayormente detectada en la naturaleza, como lo hacen en general

una gran cantidad de insectos (Clavijo, 1993).

Respecto de la distribucion de parasitos, éstos tienden a distribuirse de forma
agregada al interior de las poblaciones de sus hospederos. Esto se refleja en que
generalmente existe un gran numero de individuos que contienen una baja o nula
cantidad de parasitos. Por el contrario, un pequefio numero de esos individuos,
albergan la mayor cantidad de parasitos. Para este Ultimo caso, los factores
densodependientes como la sobrevivencia y fecundidad, tanto del hospedero
como del parasito, juegan un rol protagonico en la regulacién de la poblacién del
parasito (Anderson y Gordon, 1982; Boxshall, 1974). Para el caso de parasitos sin
fase de vida libre, su distribucion se deberia ver fuertemente afectada ademas, por
la distribucion de sus vectores y hospederos en el espacio, asi como de sus

posibles interacciones.



2- Enfermedad de Chagas

En el mundo, el 17% de todas las enfermedades infecciosas son transmitidas a
través de vectores. Los vectores son organismos vivos capaces de transmitir
determinados agentes patdégenos desde un individuo enfermo a uno susceptible,
sin necesidad de ser de la misma especie (OMS, 2017). Entre las enfermedades
transmitidas por vectores se encuentra la enfermedad de Chagas, causada por el
parasito Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad se considera endémica en 21
paises de América Latina (OMS, 2017).

3- Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado transmitido principalmente a traves
de las deyecciones de insectos triatominos, comunmente conocidos como
vinchucas. Este parasito es considerado como el tercero en importancia a nivel
mundial, detras de los agentes que causan la malaria y la esquistosomiasis (World
Bank, 1993). En Chile, la infeccidén chagasica se ha descrito entre los paralelos 18°
30'S y 34° 16’S, que corresponden principalmente a la zona centro-norte del pais
(Cabello y Cabello, 2008).

El ciclo biologico del parasito se puede describir desde el consumo de sangre de
un mamifero infectado con tripomastigotes de T. cruzi por parte de triatominos.
Una vez en el interior del intestino de los triatominos, el parasito se diferencia a la
forma de epimastigote, los cuales se multiplican rapidamente. Luego de 15 dias,
éstos se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, los que son evacuados por
las deyecciones del triatomino infectado, posterior a la succién de sangre de otro
mamifero. De esta forma puede ingresar T. cruzi al siguiente individuo susceptible
a través del sitio de picadura, mucosas o via oral. Finalmente, dentro del nuevo
hospedero, los tripomastigotes perderan su flagelo y se transformaran en

amastigotes, los cuales se multiplican intracelularmente, principalmente en células

10



musculares del corazén y aparato digestivo, destruyéndolas y liberandose en
forma de tripomastigotes a circulacion (Brener et al., 2000; OMS, 2017).

4- Vectores de Trypanosoma cruzi

Los insectos triatominos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) son los vectores
biolégicos en la transmision de T. cruzi. En el mundo, existen alrededor de 146
especies de triatominos, distribuidos en 18 géneros (Alevi et al., 2013). Esta
subfamilia presenta un ciclo vital hemimetabolo, que consta de un estado en forma
de huevo, cinco estadios ninfales y el adulto. Las ninfas y adultos se caracterizan
por su habito hematofago, alimentandose de vertebrados (Canals et al., 1997).

Las especies Triatoma infestans y Mepraia spinolai son los principales vectores
del parasito en Chile, los cuales se distribuyen de forma simpatrica y han sido
capaces de adaptarse a los ecotopos artificiales creados por el hombre (Canals et
al., 1997). Triatoma infestans se distribuye desde la Region de Arica y Parinacota
hasta la Region Metropolitana, mientras que M. spinolai se describe desde la
Region de Atacama a la Region de O Higgins (Botto-Mahan et al., 2015). Se ha
reportado ademas a los triatominos M. gajardoi y M. parapatrica, especies
silvestres de zonas costeras del norte de Chile (Carvajal et al.,, 2007; Frias-
Lasserre, 2010).

Los estudios respecto a la preferencia de habitats de las distintas especies de
triatominos han demostrado que se han convertido en especialistas de nichos; de
hecho, asi se explicaria su larga historia evolutiva (Gaunt y Miles, 2000). Por
ejemplo, las especies del género Rhodnius se han asociado a arboles como las
palmas; el género Panstrongylus a madrigueras y huecos de arboles; y el género
Triatoma, asociado a habitats terrestres rocosos o refugios de roedores (Gaunt y
Miles, 2000). Para el caso de este estudio, el género Mepraia se ha adaptado a
ecotopos tales como: canteras, grietas entre rocas, refugios de mamiferos,
bromelidceas (chaguales) y pircas (muros de piedra), entre otros (Botto-Mahan et
al., 2015).
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4.1- Mepraia spinolai

Es una de las especies de triatominos endémica de Chile. Es un insecto de
habitos diurnos, teniendo mayor actividad al mediodia. Habita principalmente en
zonas silvestres, cercano a sectores pedregosos, chaguales, pircas y lugares de
descanso de mamiferos entre las latitudes 26° y 34° S (Bacigalupo et al., 2006;
Frias-Lasserre, 2010). Se caracteriza por ser relativamente sedentario en
ausencia de alimento; sin embargo, cuando un animal se encuentra cercano a su
refugio, es capaz de desplazarse varios metros (Botto-Mahan et al., 2005a). El
perfil dietario de esta especie es relativamente amplio, incluyendo desde animales
domesticos tales como cerdos, perros, gatos, aves, vacas, cabras, entre otros
(Chacon et al., 2016); como también especies silvestres como roedores (Phyllotis
darwini y Octodon degus), lagomorfos (Oryctolagus cuniculus), algunos
marsupiales (Thylamys elegans), entre otros (Apt y Reyes, 1990; Rengifo, 2000).
Adicionalmente, se considera que existe la alimentacion por heces de otros
triatominos (coprofagia) asi como del consumo de otros individuos de su misma

especie (canibalismo) (Schaub, 1988).

4.1.2- Infeccidén por Trypanosoma cruzi en Mepraia spinolai

Existen varios estudios relacionados con la frecuencia de infeccion por T. cruzi en
M. spinolai en la zona norte y centro-norte de Chile, mediante PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa). Sin embargo, los resultados varian segun el estudio.
Por ejemplo, Botto-Mahan et al. (2005b) determinaron una tasa de infeccion entre
estadios que vario desde 38,3% al 54%, siendo el promedio de infeccion en ninfas
cercano al 46%. Coronado et al. (2009) compararon dos poblaciones en distintas
areas de la Reserva Nacional Las Chinchillas, Regién de Coquimbo, evidenciando
frecuencias de infeccién del 76,1% y 40,4%. En otro estudio relacionado, Toledo

(2013) observé que la infeccidn por T. cruzi en el género Mepraia alcanzé un 51%,
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en la Regién de Tarapacé. Finalmente, Bacigalupo et al. (2006) realizaron un
andlisis de infeccion en triatominos en sectores de Calera de Tango y Til-Til
(Regién Metropolitana), en donde se evidencio una tasa de infeccion por T. cruzi
en M. spinolai cercano al 43%.

A pesar de los variados reportes de tasa de infeccion en esta especie, existen
escasos datos sobre la carga parasitaria de T. cruzi en ésta y en otras especies de
triatominos. Sin embargo, Barrera (2017) realiz6 un estudio en donde cuantifico
carga parasitaria en M. spinolai, en la region de Coquimbo. En él, se detectaron
dos grandes grupos, uno de alta carga parasitaria (>100 par-eqg/ug de triatomino) y
otro de baja carga parasitaria (<10 par-eq/pg de triatomino), evidenciandose un

mayor nimero de casos en este ultimo grupo.

4.2- Distribucion espacial de vectores

Para estudiar la distribucion espacial del parasito T. cruzi es necesario conocer la
distribucion espacial tanto de sus vectores como de sus hospederos. Existen
estudios relacionados a la distribucion que tienen los triatominos en un
determinado territorio, que podrian dar indicios de la probabilidad de transmision
de T. cruzi. Asi es como Wisnivesky-Colli et al. (1997) realizaron un estudio
analizando distintos ecotopos en la ciudad Santiago del Estero, Argentina, en
donde se evidencia que la distribucién de la especie Triatoma guasayana es
agregada (en inglés, clusters: individuos ubicados espacialmente mas cerca de lo
esperado unos de otros), en casi todos los habitats analizados. Bacigalupo (2016)
en su estudio, evalué la distribucién espacial de M. spinolai en Chile, evidenciando
gue, en dos de tres localidades evaluadas, estos insectos se comportaron de

manera agregada en el espacio.

Otro antecedente es el trabajo de Botto-Mahan et al. (2005a), que realizaron un
analisis en la Region de Coquimbo, en donde compararon el rango de hogar y
maxima distancia recorrida por individuos de M. spinolai segun estacién del afio.

En aquel estudio se describe que, en verano, el rango de hogar promedio es
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alrededor de 47 metros cuadrados (m?), mientras que en invierno, el rango de
hogar promedio alcanza sélo los 6 m? aproximadamente. Respecto del segundo
parametro evaluado, la distancia maxima recorrida promedio sobrepasa los 12 m

en verano, mientras que en invierno, no alcanza los 5 m en promedio.

Finalmente, datos que relacionan el nivel de infeccién y, en cierta medida, la
distribucién de estos vectores, lo establece Estadella (2012) quien describe una
relacion positiva entre la densidad relativa del triatomino M. spinolai con la tasa de
infeccién de éstos. Otro estudio recientemente publicado por Illhe-Soto et al. (2019)
evidenci6 seis clusters puramente espaciales de triatominos infectados en distintas

localidades en la zona centro-norte de Chile.

5- Hospederos de Trypanosoma cruzi

En Ameérica se han identificado mas de 150 especies de mamiferos, tanto
domesticos (perros, cerdos, cabras, humanos, entre otros) como silvestres
(marsupiales, roedores, murciélagos, armadillos, entre otros), susceptibles a la
infeccion por T. cruzi. Los mamiferos silvestres son fundamentales en su rol de
posibles reservorios del parasito en ambientes rurales, peridomésticos y
domeésticos (Rozas et al., 2005; Rassi et al., 2010; Noireau et al., 2009). En Chile,
el orden Rodentia es el que aporta la mayor cantidad de especies de mamiferos
terrestres (68 nativas y 6 introducidas), con una amplia distribucion a lo largo del
pais (Iriarte, 2007). Este antecedente permite entender por qué la mayoria de los
estudios realizados en nuestro pais, respecto a la infeccion de T. cruzi en

hospederos, se han enfocado principalmente en este tipo de especies.

5.1- Infeccidn por Trypanosoma cruzi en mamiferos

En Chile, se han realizado varios estudios respecto a este tema, mediante el uso
de la técnica PCR. Asi es como Rozas et al. (2005) realizaron un estudio en la
Regiéon de Coquimbo, donde determinaron el porcentaje de infeccion en cuatro
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especies de micromamiferos silvestres: P. darwini (45%), O. degus (51%),
Abrothrix olivaceus (59%) y T. elegans (46%). En el mismo estudio, la especie
domeéstica Capra hircus tuvo un nivel de infeccion en torno al 36%. Por otro lado,
Botto-Mahan et al. (2010) evaluaron los cambios en la frecuencia de infeccién
entre la temporada 1999-2000 y 2005-2006 en la Regién de Coquimbo, en
poblaciones de micromamiferos silvestres, evidenciando niveles de infeccion de
un 61% en el primer periodo, variando a 16% en el segundo, evidenciandose
diferencias entre las especies analizadas, que fueron P. darwini, O. degus,
Abrothrix sp. y T. elegans. Galuppo et al. (2009) adicionalmente, evidenciaron
niveles de infeccion en torno al 13% en O. degus, 25% en P. darwini y 28% en
Rattus rattus, en Calera de Tango, Region Metropolitana. Finalmente, Cornejo
(2012) observé una tasa de infeccion, durante invierno, que varid entre 10,6% y
62,5% en micromamiferos de la zona centro-norte de Chile: T. elegans,
Oligoryzomis longicaudatus, Abrothrix longipilis, A. olivaceus, Octodon sp., P.
darwini, Abrocoma bennetti y Rattus rattus.

En relacion a la carga parasitaria, Rojo et al. (2017) evaluaron mediante qPCR
(PCR cuantitativo) la parasitemia por T. cruzi, , en 29 individuos de la especie O.
degus, obteniendo en promedio 43 par-eg/mL, con una mediana de 6,2 par-eq/mL.
La parasitemia mas baja fue de 1 par-eq/mL, mientras que la mas alta fue de 812
par-eq/mL. Por otra parte, Herrera et al. (2007) realizaron hemocultivo en seis
especies de roedores de Brasil, evidenciando una alta parasitemia (presencia de
parasitos en sangre) luego de cinco meses en el 15% de los individuos
muestreados. Finalmente, Cumming y Tarleton (2003) mediante la técnica de PCR
en tiempo real analizaron roedores de laboratorio (C3H/HeSnJ) infectados
experimentalmente, evidenciando mayor carga parasitaria en sangre en individuos

con infeccion aguda respecto a roedores con un estado de infeccidn cronico.
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5.2- Distribucidon espacial de hospederos

Como se menciond anteriormente, para estudiar la distribucion espacial del
parasito T. cruzi es necesario conocer la distribucion espacial tanto de vectores
como hospederos de la infeccion. Para esto, es necesario conocer las conductas
de movimiento, historia de vida, distribucién espacial a nivel local y ambito de
hogar de algunas de estas especies de roedores para entender las posibles
formas de transmision del parésito T. cruzi. En primer lugar, Iriarte (2007) recopila
informacion relevante respecto del ambito de hogar e historia de vida de algunas
especies nativas de Chile, de interés para este proyecto, resumidas a
continuacién. A. olivaceus presentan areas de actividad que fluctian entre los 730
y 2.530 m?, ademas de una densidad bastante variable segln localidad (desde 1 a
30 ind/Ha, en matorrales y praderas). A pesar de lo anterior, es considerada una
especie con distribucion agregada. O. degus presenta poblaciones muy
abundantes y esta caracterizado por formar colonias. Zunino et al. (1992)
establece valores de ambito de hogar de casi los 5.000 m2. Asimismo, Hayes et al.
(2007) realizaron un estudio en la Region Metropolitana, demostraron que a menor
distancia de cobertura vegetal alta, los individuos de O. degus pueden llegar a
moverse en un area mayor, mientras que, a una distancia mayor de la cobertura
vegetal alta mas cercana, el rango de hogar disminuye. P. darwini es una especie
gue presenta un rango de hogar que fluctia entre los 1.100 a 3.700 m? (Mufioz-
Pedreros, 1992), que puede vivir de forma solitaria o en pequefias colonias, sin
embargo, es considerada la especie dominante de las “ratadas” en la zona norte y
centro de Chile (Iriarte, 2007).

Por otra parte, algunos reportes han descrito las distancias maximas recorridas de
algunas de las especies de interés (o del mismo género) presentes en la Regidn
de Coquimbo. Un estudio en Peru con dos roedores del género Phyllotis (P.
amicus y P. andium), se evidencia que su distancia de movimiento maxima se
limita a los 90 m. A partir de estas observaciones, se indica que ambas especies
mantienen una distribucion agregada en el espacio, durante todo el afio (Arana et

al., 2002). Por otro lado, las caracteristicas de movimiento y distribucién espacial
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en especies introducidas también pueden ser interesantes de analizar. Whisson et
al. (2007) realizaron un estudio en la especie R. rattus, en donde evidenciaron que
el rango de hogar varié desde los 2.000 a los 12.000 m?. Finalmente, Correa et al.
(2015), evaluaron si la probabilidad de infeccion por T. cruzi en micromamiferos
esta explicada por la distancia de ellos a colonias de M. spinolai y los niveles de
infeccion de los triatominos, en conjunto. Mediante el uso de un indice Infeccion
Distancia (IDI) evidenciaron un efecto significativo de este indice en explicar la
probabilidad de encontrar micromamiferos infectados por el parasito; con una
mayor probabilidad que un micromamifero se detectara infectado mientras mas
cerca estuviera de una colonia de vinchucas y/o cuando esta colonia tuviera mayor
frecuencia de infeccion por T. cruzi. Por otra parte, Ilhe-Soto et al. (2019) no
lograron evidenciar clusters puramente espaciales para roedores infectados en la

zona centro-norte de Chile.

A partir de lo anteriormente expuesto, este proyecto evaluara la distribucion
espacial a escala local de la infeccién por T. cruzi en hospederos y vectores,
asociados a ecotopos especificos, como son pircas y chaguales. Esto Ultimo en
base principalmente a la disposicion de M. spinolai en el espacio, su dispersion
reducida y preferencia marcada por este tipo de habitats. El hecho de que
vectores y hospederos cohabiten en una misma zona geogréfica (simpatria), la
dieta, la adaptacion de los triatominos a determinados ecotopos Yy la distribucion
espacial de estos dos grupos de especies, permite proponer la existencia de una
alta probabilidad de encuentro, que favoreceria una alta tasa de infeccion por
parte del parasito T. cruzi. Por consiguiente, en zonas donde exista un gran
numero de individuos infectados, la infeccion y reinfeccién entre estos mismos
individuos, provocaria variaciones en las cargas parasitarias de T. cruzi, en
habitats silvestres. Adicionalmente, el tipo de distribucion espacial de la infeccidn
estaria relacionado positivamente a la forma agregada en que se distribuyen las

especies involucradas en el ciclo biologico del parasito T. cruzi.
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HIPOTESIS

Dada la distribucion espacialmente agrupada de vectores y hospederos de
Trypanosoma cruzi a escala local, se espera que la distribucion de la infeccion en

triatominos y micromamiferos se presente de forma espacialmente agregada.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la distribucion espacial de la infecciéon por Trypanosoma cruzi a escala
local, en ecotopos de la Regién de Coquimbo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la infeccion por Trypanosoma cruzi en triatominos vy
micromamiferos en localidades de la Region de Coquimbo.

2. Evaluar la distribucion espacial de la infeccion por Trypanosoma cruzi en
triatominos y micromamiferos a escala local.

3. Evaluar la distribucion espacial de la carga parasitaria de Trypanosoma

cruzi en triatominos y micromamiferos a escala local.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y obtencién de muestras bioldgicas

Las muestras que se analizaron en este estudio se obtuvieron durante el verano
de 2016 (enero-febrero) y 2017 (enero-febrero), en 8 localidades rurales ubicadas
en la Regién de Coquimbo: Cochiguaz, Gualliguaica, Tulahuén, Rinconada de
Punitaqui, Valle Hermoso, Matancilla, Tranquilla y Quelén, de las comunas de
Paihuano, Vicufia, Monte Patria, Punitaqui, Combarbald, lllapel y Salamanca (Fig.
1; Tabla 1). La Region de Coquimbo fue utilizada como sitio de muestreo por ser
considerada una region hiper-endémica para la infeccion por T. cruzi (Canals et
al., 2017).
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FIGURA 1. Izquierda: Mapa de Chile mostrando la ubicacion de la Regién de
Coquimbo. Derecha: Ubicacion de las localidades prospectadas, en la
Regién de Coquimbo.
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TABLA 1. Caracteristicas meteorologicas (T° media, T° min. promedio, T°

max. promedio y precipitaciones anuales) y orograficas (altitud media) de los

sitios de estudio, segun localidad (Climate-Data.Org, 2018; Kottek et al.,

2006; Google Earth, 2019). (*m.s.n.m. = metros sobre el nivel del mar).

Localidad Clima Temperatura | Precipitaciones Altitud Temperatura
media (°C) anuales (mm) media min. y max.
(m.s.n.m.)* promedio
(°C)
Gualliguaica | Semiarido 15,1 218 550 9,7-20,6
frio
Cochiguaz | Semiarido 10,2 68 1.550 3,6 -16,9
frio
Rinconada | Semiarido 15,8 147 239 10,5 - 20,6
frio
Tulahuén | Semiarido 12,5 159 1.130 6,2 -18,8
frio
Valle Semiarido 12,0 203 1.110 55-18,2
Hermoso frio
Matancilla | Semiarido 13,4 218 715 7,2-19,7
frio
Tranquilla | Semiarido 14,2 230 986 7,1-21,3
frio
Quelén Semiarido 14,8 230 717 8-194
frio

Para obtener las muestras bioldgicas, se capturaron los animales con trampas de

captura viva, las que fueron colocadas en ecotopos especificos, asociadas a

pircas y chaguales (muestreo por conglomerado) (Galway et al., 2012). El disefio y

distribucion de las trampas se realiz6 a distancias constantes entre trampas por

ecotopo (triatominos: 4 m aprox.; roedores: 10 m aprox.). La utilizacion de grillas u
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otros métodos de trampeo no fueron necesarios, debido a la marcada preferencia
de M. spinolai por los ecotopos seleccionados. Los triatominos se capturaron
mediante trampas con levadura en fermentacién como cebo (100 trampas/noche
promedio por localidad). Luego de la captura fueron llevadas al laboratorio, donde
se identificaron a nivel especifico y se asignaron a un estadio de desarrollo. Los
micromamiferos se capturaron con trampas de captura viva (Rodentrap®) cebadas
con avena roleada (100 trampas/noche promedio por localidad). Los animales
fueron identificados a nivel especifico y en el laboratorio fueron anestesiados
inhalatoriamente con isofluorano, para luego sexarlos, medirlos y tomarles una
muestra de sangre periférica que no super6 el 1% del peso vivo. La sangre fue
preservada con Guanidina-EDTA (6 My 0,2 M respectivamente; Rojo et al., 2017).
Las especies introducidas fueron eutanasiadas con sobredosis de anestesia,

mientras que las nativas fueron liberadas en el mismo punto de captura.

El tamafio minimo muestral se calculé6 mediante el software WinEpi (WinEpi,
2018), considerando un tamafo poblacional desconocido (n), 50% de proporcién
de infectados en la poblacion (establecido por la alta variacion temporal y espacial
de reportes anteriores en la region y para la obtenciéon de n poblacional mayor),
95% de confianza y 5% de error. Segun esta estimacion, se utilizaron todas las
muestras de sangre disponibles (n=136), las que pertenecieron a cuatro especies
nativas de roedores Abrocoma bennetti (familia Abrocomidae), Abrothrix olivaceus
(familia Cricetidae), Phyllotis darwini (familia Cricetidae) y Octodon degus (familia
Octodontidae), ademas de la especie introducida Rattus rattus (familia Muridae).
En el caso de los triatominos, se utilizaron 385 abdomenes de la especie nativa

Mepraia spinolai.

Extraccion de ADN

Las muestras biolégicas se co-extrajeron con 10 pyL de un control interno
endégeno (IAC) con una concentracion de 10 pg/pL, que correspondié a ADN de

la especie Arabidopsis thaliana, incorporado luego de digestién enzimatica de las
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muestras analizadas (Duffy et al., 2009). EI ADN extraido se eluy6 en 200 uL, y se
conservo a -20°C hasta su uso.

Vectores

La extraccion de ADN se realiz6 a partir del abdomen de cada insecto, previa
maceracion mecénica, utilizando un kit comercial (Analytik Jena, InnuPREP DNA
Mini Kit) segun recomendaciones del fabricante.

Mamiferos

Se extrajo ADN de las muestras de sangre, previa incubacion a 60°C por 3
horas para muestras coaguladas, mediante un kit comercial (Analytik Jena,
InnuPREP Blood DNA Mini Kit) segun recomendaciones del fabricante.

Estimacion del estado de infeccion y cuantificacion de carga

parasitaria

Se realizé mediante la técnica de PCR cuantitativo (QPCR), la cual amplificé una
region nuclear satelital conservada. La mezcla de reaccion estuvo compuesta por
2 uL de la muestra, 4 uL de Mix HOT FIREPoI® EvaGreen® 5X, 0,6 yL de cada
uno de los oligonucledtidos Cruzi 1 (5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’) y Cruzi 2
(5°-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’) (0,3 uM de cada uno) (Piron et al., 2007),,
y 12,8 uL de agua libre de nucleasas para un volumen final de reaccién de 20 pL.
La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Rotor-Gene® Q. El perfil
térmico constdé de una incubacion a 95°C por 15 min, continuando con 40 ciclos
consistentes en: una etapa de desnaturalizacion a 95°C por 15 seg.; una etapa de
hibridacién a 60°C por 20 seg.; y una etapa de extensiéon a 72°C por 20 seg. El
registro de la fluorescencia emitida se realiz6 en la etapa de extensiéon de cada

ciclo (Piron et al., 2007). Se realizé una curva de melting posterior a los ciclos de
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amplificacion. En todos los ensayos fueron incluidos: un control sin templado, en el
cual se reemplazé la muestra por agua libre de nucleasas; un control positivo (un
punto de la curva de cuantificacion con ADN de T. cruzi); y un control negativo de
la reaccion (ADN extraido de M. spinolai de laboratorio libre de infeccion). Todas

las muestras se realizaron por duplicado.

Debido a la variabilidad en la cantidad de copias de la region satelital de T. cruzi,
la curva estandar para la cuantificacion absoluta de T. cruzi se realiz6 a partir de
una mezcla de ADN de T. cruzi cepa DM28c (Tcl) y cepa Y (Tcll) (Duffy et al.,
2009; Moreira, et al., 2013). La curva estandar cubri6 el rango de cuantificacion de
entre 1 a 10° parasito-equivalentes (par-eq). El célculo del ADN equivalente se
basé en considerar que un parasito contiene 200 fg o 0,0002 ng de ADN. Los seis

puntos de la curva estandar se amplificaron por triplicado.

Para normalizar la cantidad de ADN cuantificada, se realizd la amplificacion y
cuantificacion del IAC usando los oligonucledtidos: Fw 5
ACCGTCATGGAACAGCACGTA 3’) y Rv (5 CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT
3’) (Duffy et al., 2013), y una curva estandar de 5 puntos (rango de cuantificacion:
2x10%a 2 pg/uL). El perfil térmico constdé de una incubacién a 95°C por 15 min,
continuando con 40 ciclos consistentes en: una etapa de desnaturalizacion a 95°C
por 15 seg.; una etapa de hibridacion a 58°C por 20 seg.; y una etapa de
extension a 72°C por 20 seg. Una curva de melting fue corrida posterior a los

ciclos de amplificacion.

Analisis estadistico

Resolucién del Objetivo 1

En este objetivo se determinaron dos parametros: estado de infeccién, medido
como presencia o ausencia de amplificacion de ADN de T. cruzi en la muestra
analizada por individuo; y carga parasitaria, que correspondio a la cantidad de

parasitos presentes (par-eg/mL, en micromamiferos; par-eg/triatomino, en
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triatominos) en la muestra. Se calcul6 la frecuencia de infeccion (% de infeccion,
intervalo de confianza de 95%) y la carga parasitaria (mediana) segun localidad y
especie. Para evaluar diferencias en la frecuencia de infeccion entre hospederos
(triatominos vs roedores), entre especies, entre localidades segun afios, se utilizé
un Test Exacto de Fisher con una prueba a posteriori, mientras que, para
comparar cargas parasitarias, y considerando que los datos no se ajustaron a una
distribucién normal aun luego de las transformaciones, se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis (a=0,05), con la prueba a posteriori de Dunn (a=0,025). En ambos
casos, los anadlisis estadisticos se realizaron mediante el software RStudio
(RStudio, 2019) usando el paquete “rcompanion”, para el primer caso, Yy

“‘dunn.test” para el segundo tipo de analisis.

Resolucion del Objetivo 2

Para evaluar la distribucion espacial de vectores y hospederos segun estado de
infeccion, se ocupO la herramienta de deteccion de clusters (agrupamiento)
puramente espaciales del software SatScan (Kulldorff, 2015). Considerando la
naturaleza de los datos de infeccion (dicotdmicas: infectado o no infectado), se
utilizé el modelo de Bernoulli con los parametros por defecto con la excepcion de
una ventana de escaneo de forma eliptica, una estimacion del valor p con 9999
iteraciones del método de Montecarlo estandar, y deteccion de cluster de alta y
baja tasa de infeccion. El software compara la relacion de presencia/ausencia de
infeccion en toda la localidad versus la relacion existente en un determinado sector
de la localidad. Si la frecuencia de infeccion de aquel sector analizado, resulté ser
mayor a aquel de la localidad completa, se establece que esa zona presenté un
cluster de alta tasa, mientras que en los sitios que existié una baja frecuencia de
infeccion en comparacion a la localidad completa, se identificé un cluster de baja
tasa (Kulldorff, 1997). Finalmente, los resultados significativos se graficaron en

mapas utilizando el software QGIS.
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Resolucién del Objetivo 3

Para evaluar la distribucion de la carga parasitaria presente en vectores y
hospederos, se ocupd la herramienta de deteccion de clusters (agrupamiento)
puramente espaciales del software SatScan (Kulldorff, 2015). Considerando la
naturaleza de los datos de carga parasitaria (datos cuantitativos continuos), se
utilizé el modelo de Bernoulli con los parametros por defecto, con la excepcion de
una ventana de escaneo de forma eliptica, y estimacion del valor p con 9999
iteraciones del método de Montecarlo estandar. La carga parasitaria en triatominos
fue clasificada en dos grupos: baja carga (<1 par-eq/ind) y alta carga (>1 par-
eg/ind). Del mismo modo, para el caso de los roedores, se agruparon los animales
por: de baja carga (<1 par-eq/ml) y alta carga (>1 par-eg/ml). Luego, se
identificaron clusters de baja y alta tasa. Finalmente, los resultados significativos

se graficaron en mapas utilizando el software QGIS.
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RESULTADOS

Objetivo especifico 1

En total, se identificaron 70 roedores de cinco especies (Abrocoma bennetti,
Abrothrix olivaceus, Octodon degus, Phyllotis darwini y Rattus rattus) infectados
con T. cruzi en las localidades estudiadas de la Regiébn de Coquimbo,
correspondiente al 51,5% de individuos analizados (n=136). Asimismo, se
identificaron 266 triatominos infectados con T. cruzi en la zona de estudio,
correspondiente al 69,1% de individuos analizados (n = 385) (Fig. 2). Se
identificaron diferencias significativas en la proporcion de roedores y triatominos
infectados, siendo éstos Ultimos los que presentaron mayor frecuencia de
infeccién por T. cruzi (Fisher p=0,0002).
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FIGURA 2. Frecuencia de infeccion e intervalo de confianza (IC95) segun tipo
de hospedero.
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Roedores

En especifico para el caso de roedores, se evidencié una frecuencia de infeccion
por localidad superior al 50% en la mayoria de los casos, excepto para la localidad
de Tranquilla, en donde sélo se capturé un individuo no infectado (Fig. 3). No se
observaron diferencias significativas en la proporcion de infectados entre
localidades del afio 2016, ni entre localidades de 2017 (Fisher ajustado p>0,05;
Fig. S3, Tabla S1, Anexo).
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FIGURA 3. Caracterizacion de la infeccion por Trypanosoma cruzi en
roedores, por localidad. En azul: frecuencia de infeccion, intervalo de
confianza 95%; en rojo: tamafio muestral de roedores segun localidad. Afo
2016: Tr: Tranquilla; C= Cochiguaz; R= Rinconada; Tu= Tulahuén. Afio 2017:

M= Matancilla; G= Gualliguaica; Q= Quelén; VH= Valle Hermoso.

El analisis comparando el nivel de infeccion segun especie de roedor, evidencio
una frecuencia de infeccién superior al 50% en todas las especies, excepto en el

roedor nativo O. degus (25%). A pesar de esto Ultimo no se evidenciaron
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diferencias significativas entre especies (Fisher ajustado p>0,05; Tabla S2, Anexo)
(Fig. 4).
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FIGURA 4. Frecuencia de infeccién por Trypanosoma cruzi segln especie de
roedor. En azul: frecuencia de infeccidon e intervalo de confianza 95%; En
rojo: tamafio muestral por especie de roedor. Ab= A. bennetti; Ao= A.
olivaceus; Od = O. degus; Pd= P. darwini; Rr=R. rattus.

La distribucion de datos de carga parasitaria en roedores no presentdo una
distribucion normal, a pesar de los intentos de normalizacion con transformaciones
a escala logaritmica y exponencial. La carga parasitaria en roedores se mantuvo

en un rango entre 0,02 y 6646,92 par-eg/mL, y la mediana fue de 0,6 par-eq/mL.

El andlisis comparando carga parasitaria entre localidades segun afos, evidenci6
diferencias significativas en 2016 y 2017 (Kruskal-Wallis: 2016, p=0,001; 2017,
p=0,003; Fig. S4). El hallazgo mas significativo del afio 2016 ocurri6 con la
localidad de Cochiguaz, la cual tuvo una carga parasitaria estadisticamente menor
en comparacion con el resto de sitios del mismo afio (Dunn p<0,025; Tabla S3,

Anexo). La localidad de Matancilla también evidencié cargas parasitarias
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estadisticamente inferiores respecto del resto de localidades del afio 2017 (Dunn
p<0,025; Tabla S3, Anexo) (Fig. 5).
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FIGURA 5. Caracterizacion de la carga parasitaria por Trypanosoma cruzi en
roedores, segun localidad. Mediana (linea interior), cuartiles inferior y
superior (extensiéon de la caja) y los percentiles 10 y 90 (bigotes) de la carga
parasitaria. En azul: localidades prospectadas el afio 2016; en verde:
localidades prospectadas el afio 2017. C= Cochiguaz; R= Rinconada; Tu=
Tulahuén; M= Matancilla; Q= Quelén; VH= Valle Hermoso; G= Gualliguaica. *

de color rojo= Carga parasitaria estadisticamente menor.

El analisis comparando carga parasitaria segun especie de roedor, evidencio que
existen diferencias significativas entre especies (Kruskal-Wallis p<0,001). El
hallazgo mas significativo ocurrio entre las dos especies de roedores mas
abundantes en los sitios de muestreo (P. darwini y R. rattus), donde se observo
gue la carga parasitaria de la especie R. rattus fue estadisticamente mayor al
observado en la especie P. darwini (Dunn p<0,001; Tabla S4, Anexo) (Fig. 6).
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FIGURA 6. Caracterizacion de la carga parasitaria por Trypanosoma cruzi en
roedores, segun especie. Mediana (linea interior), cuartiles inferior y superior
(extension de la caja) y los percentiles 10 y 90 (bigotes) de la carga
parasitaria. Ab= A. bennetti; Ao= A. olivaceus; Od = O. degus; Pd= P.

darwini; Rr= R. rattus.
Triatominos

Se evidencio que en la mayoria de localidades el nivel de infeccidn supero el 80%
de los individuos analizados. Sin embargo, y a pesar del alto nimero de individuos
capturados en la localidad de Rinconada, ésta obtuvo un valor cercano al 35% de
infeccion (Fig. 7). Se observaron diferencias significativas en la proporcion de
infectados entre localidades del afio 2016 (Fisher ajustado p<0,05; Fig. S1, Tabla
S5, Anexo), pero no entre localidades de 2017 (Fisher ajustado p>0,05; Tabla S5,
Anexo). Todas las localidades de 2016 presentaron diferencias significativas,
excepto entre las localidades: Cochiguaz-Tulahuén (Fisher ajustado p=1,000) y

Rinconada-Tranquilla (Fisher ajustado p=0,330).
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FIGURA 7. Caracterizacion de la infecciébn por Trypanosoma cruzi en
triatominos, por localidad. En azul: frecuencia de infeccion, intervalo de
Confianza 95%; en rojo: tamafio muestral de triatominos analizados segun
localidad. Afo 2016: Tr= Tranquilla; C= Cochiguaz; R= Rinconada; Tu=
Tulahuén. Afo 2017: M= Matancilla; G= Gualliguaica; Q= Quelén; VH= Valle
Hermoso.

Al igual que el caso anterior, la distribucion de datos de carga parasitaria en
triatominos no presentd una distribucion normal, a pesar de los intentos de
normalizacion con transformaciones a escala logaritmica y exponencial. La carga
parasitaria en triatominos se mantuvo en un rango entre <0,001 y 130.584,59 par-

eg/triatomino y la mediana fue de 0,02 par-eg/triatomino.

El andlisis comparando carga parasitaria entre localidades segun afos, evidencio
diferencias significativas en 2016 y 2017 (Kruskal-Wallis: 2016, p=0,018; 2017,
p=0,011). El hallazgo mas significativo del afio 2016 ocurrié con la localidad de
Cochiguaz, la cual tuvo una carga parasitaria estadisticamente mayor en
comparacion con el resto de sitios del mismo afio (Dunn p<0,025; Tabla S6,

Anexo). La localidad de Gualliguaica también evidencié cargas parasitarias
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estadisticamente superiores respecto del resto de localidades del afio 2017 (Dunn
p<0,025; Tabla S6, Anexo) (Fig. 8).
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FIGURA 8. Caracterizacion de la carga parasitaria por Trypanosoma cruzi en
triatominos, segun localidad. Mediana (linea interior), cuartiles inferior y
superior (extensiéon de la caja) y los percentiles 10 y 90 (bigotes) de la carga
parasitaria. En azul: localidades prospectadas el afio 2016; en verde:
localidades prospectadas el afio 2017. Tr= Tranquilla; C= Cochiguaz; R=
Rinconada; Tu= Tulahuén; M= Matancilla; G= Gualliguaica; Q= Quelén; VH=

Valle Hermoso. *Carga parasitaria estadisticamente mayor.
Objetivo especifico 2

Para roedores, se identificd un cluster de alta tasa estadisticamente significativo
(p=0,01), ubicado en la localidad de Cochiguaz (indice Observado/Esperado
=1,48) (Fig. 9). El cluster estuvo compuesto, en su totalidad, por 16 individuos
infectados de la especie P. darwini. Para el caso de triatominos, no se identificaron

clusters estadisticamente significativos.
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FIGURA 9. Mapa de ubicacion de cluster de infeccion por Trypanosoma cruzi
en roedores capturados en la localidad de Cochiguaz, mostrando ubicacién

de individuos analizados y cluster de infeccidon detectado.

Objetivo especifico 3

No se identificaron clusters estadisticamente significativos ni para roedores ni para

triatominos, segun carga parasitaria.
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DISCUSION

Este estudio se enfocd en evaluar la distribucion espacial a escala local de la
infeccion por Trypanosoma cruzi en vectores y roedores de la Region de
Coquimbo. Para ello, se realizé un muestreo en ecotopos especificos, donde el
vector silvestre M. spinolai muestra una mayor preferencia, como o son pircas y

chaguales.

Una vez realizado el muestreo en esos sectores, se compard la frecuencia de
infeccién entre roedores y triatominos, la cual resulté mayor en vectores de T.
cruzi. Al respecto, es posible suponer que los triatominos presenten una mayor
proporcion de individuos infectados, debido a la existencia de formas de
transmision triatomino-triatomino, como son la coprofagia y el canibalismo
(Schaub, 1988). En cambio en los roedores, no se han descrito vias de
transmision horizontal de T. cruzi, describiéndose solo la transmision debido a la
picadura y posterior deyeccion con T. cruzi por parte de triatominos (via vectorial),
el consumo directo de estos insectos (via oral) y por via transplacentaria (Moreno
et al., 2003; Botto-Mahan et al., 2015). Por lo tanto, es esperable que exista un
porcentaje de infeccibn menor en estos micromamiferos. Adicionalmente, al
considerar que, por un lado, el numero de muestras analizadas para triatominos
fue superior que para roedores, y por otro, que el tipo de muestra obtenida en
roedores corresponde solo una pequefia cantidad de sangre, y no incluye el
analisis de otros tejidos en donde puede llegar a alojarse el parasito en su forma
replicativa; se podria explicar en parte, la menor frecuencia de infeccion

encontrada en roedores.

Siguiendo esta misma linea, el nivel de infeccién general obtenido en roedores de
las poblaciones estudiadas fue de 51,5%, valor dentro del rango esperado segun
lo obtenido por Botto-Mahan et al. (2010), quienes describieron fluctuaciones
temporales de la infeccion entre 16 y 61%, y por Cornejo (2012), quién describio

variaciones espaciales entre 10 y 62%, utilizando PCR convencional. A pesar de
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esto, en este estudio no se evidenciaron diferencias significativas en la frecuencia

de infeccidén entre localidades segun afio de muestreo.

Otro factor que se consideré fue la abundancia y riqueza de las especies de
roedores capturadas en los distintos sitios de muestreos. En relaciéon a esto, se
observé el predominio de dos especies: P. darwini (nativa, abundancia relativa:
0,43) y R. rattus (introducida, abundancia relativa: 0,45). Ambas presentaron un
alta frecuencia de infeccién (alrededor del 70%), porcentaje superior al 45%
observado utilizando PCR convencional por Rozas et al. (2005) en la Region de
Coquimbo para P. darwini, y por Galuppo et al. (2009), para R. rattus (28%) en la
Region Metropolitana; pero inferior a lo reportado por Yefi-Quinteros et al. (2018)
para poblaciones de la Region de Coquimbo utilizando PCR en tiempo real (R.
rattus 83,6%, P. darwini 100%). Finalmente, la abundante presencia de una
especie exotica como R. rattus podria ser explicada por lo expuesto en el trabajo
de Aplin et al. (2003), en donde se establece que esta especie es considerada
como un verdadero comensal, y que esta condicion permite que tengan una
marcada habilidad de adaptacion a variados ambientes y recursos. Asi lo
demuestra el estudio de Lobos et al. (2005), quiénes evidenciaron la presencia de

R. rattus a sectores silvestres.

La carga parasitaria en roedores se estimo en todos los individuos que resultaron
positivos a la infeccion por T. cruzi. Alrededor del 80% de los roedores infectados
presentaron baja carga parasitaria (<1 par-eg/mL), lo cual se encuentra cercano a
lo obtenido por el trabajo de Yefi-Quinteros et al. (2018) que evidencié que mas
del 50% de los individuos estudiados se encontraron entre valores de 1 a 10 par-
eg/mL. Esto concuerda por lo planteado por Anderson y Gordon (1982) y Boxshall
(1974) sobre el comportamiento de las poblaciones de parasitos dentro de sus
hospederos, quienes describen que un gran nimero de hospederos presentan una
baja cantidad de parasitos, en contraposicion a otros pocos individuos, que

presentan una alta carga parasitaria.

Sumado a lo anterior, se compar6 la carga parasitaria entre especies de roedor,
en donde se evidenciaron diferencias significativas entre las dos especies mas
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abundantes (P. darwini y R. rattus), siendo mayor la carga parasitaria en la
especie introducida R. rattus (mediana: 5,4 par-eg/mL). Esto podria deberse a lo
considerado por Whisson et al. (2007), que establece que R. rattus presenta un
rango de hogar de entre 2.000-12.000 m?, valor mayor a los descrito por Mufioz-
Pedreros (1992) para la especie nativa P. darwini (1.100-3.700 m?). Este dato
podria suponer que a una mayor capacidad de movimiento, los individuos de la
especie R. rattus tienen una probabilidad mayor de contacto con ejemplares
infectados de M. spinolai. Adicionalmente, el hecho de R. rattus sea una especie
exotica en estas localidades, supone una menor adaptaciéon del sistema inmune a
infecciones por T. cruzi, especie para la cual existen registros de infeccion en
América en mamiferos de cerca de 4.000 afios de antigliedad (Ghul et al., 1999),
mientras Rattus se describe llegando a América solo en siglo XVII (Jaksic, 1998).
A partir de esto surgen dos hipotesis respecto de las estrategias que ocuparian
este tipo de especies frente a nuevos parasitos, que serian: por un lado, evitar
fuertes respuestas inmunes para utilizar ese gasto energético en mejorar su
fitness (White y Perkins, 2012); y por otro, no intentar erradicar el parasito sino
mas bien reducir las consecuencias del posible dafio provocado por el patdgeno
(Raberg et al., 2009). Esto podria explicar que la carga parasitaria en R. rattus sea
mayor que en P. darwini. Otra aspecto interesante de considerar, es que las
distintas subpoblaciones de T. cruzi (Discrete Typing Units o DTU por sus siglas
en inglés) presentan dinAmicas muy variadas en sus hospederos, por lo que a
pesar de inocular grandes dosis del parasito de forma experimental, no todos son
capaces de producir una alta carga parasitaria o la muerte del hospedero (Macedo
y Pena, 1998). Considerando lo anterior, otra posible explicacion a las altas cargas
parasitarias detectadas en R. rattus, seria la infeccion en ellos por un DTU
particular de T. cruzi que tenga el potencial de replicarse a mayor tasa dentro de

este hospedero.

En lo que respecta a los vectores, el nivel de infeccién obtenido en triatominos de
las poblaciones estudiadas fue de 69,1%, concordante con el estudio reportado
por Coronado et al. (2009) en 2 sitios de muestreo de la Region de Coquimbo

(40% y 74%), pero superior a lo observado por Botto-Mahan et al. (2005b),
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quienes obtuvieron valores entre 38% y 54% en la misma region, con PCR
convencional. Respecto de las variaciones temporales y espaciales de infeccién
en triatominos, se observaron diferencias significativas entre las localidades del
afio 2016. Las localidades con mayor frecuencia de infeccién (Cochiguaz y
Tulahuén), fueron también las que contaron con baja temperatura media y mayor
altitud dentro de las prospectadas ese afio (ver Tabla 1). Para entender este
hallazgo, hay que considerar los siguientes elementos: por un lado, una menor
temperatura media podria explicar que estos insectos presenten una menor
actividad motora en estas localidades, debido a que la temperatura ideal para M.
spinolai es de 24,8°C (Canals et al., 1998). Por otro lado, el hecho de que los
chaguales (uno de los ecotopos utilizados por los vectores), presenten una
distribucion geografica asociada principalmente a zonas costeras y la Cordillera de
la Costa (Zizka et al., 2009), permite suponer que localidades mas cercanas a la
Cordillera de los Andes (y a mayor altura, como por ejemplo Cochiguaz),
presenten una menor abundancia de este tipo de especies vegetales,
disminuyendo asi el niumero de areas disponibles para M. spinolai. Estos dos
aspectos podrian favorecer que los individuos de M. spinolai se encuentren
restringidos espacialmente y que en ellos aumente la probabilidad de transmision

del parasito, debido a fendmenos de coprofagia o canibalismo, (Schaub, 1988).

Finalmente, para la evaluacion de la carga parasitaria en triatominos, ésta fue
caracterizada en todos aquellos individuos que resultaron positivos a la infeccion
por T. cruzi. De igual manera que para roedores, el 80% de los triatominos
infectados presentaron bajas cargas parasitarias (<1 par-eg/triatomino), similar a lo
observado por Barrera (2017) y concordante con lo planteado por Anderson y
Gordon (1982) y Boxshall (1974).

Pasando al analisis del segundo objetivo especifico, referido a la determinacion de
clusters segun estado de infeccion (infectado o no infectado), se identificé un
cluster de alta tasa en la localidad de Cochiguaz para roedores, mientras que, en
triatominos no se identificaron clusters significativos. Este resultado es distinto a lo

obtenido por Ilhe-Soto et al. (2019), quienes analizando poblaciones de vectores y
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micromamiferos entre las regiones de Coquimbo y Metropolitana, detectaron seis
clusters de infeccion puramente espaciales para triatominos, pero ninguno para
roedores. Sin embargo, los estudios no son comparables, pues la metodologia fue
distinta, en cuanto al tipo de andlisis molecular utilizado en ese estudio (PCR
convencional), a los sitios de muestreos evaluados, y la estrategia de muestreo

utilizada (por conveniencia).

El cluster de roedores estuvo compuesto en su totalidad por individuos de la
especie P. darwini, lo cual permitiria suponer que en esta especie y localidad, el
parasito T. cruzi se puede mantener de forma agregada en el espacio. Este
hallazgo podria sustentarse por el hecho que en la localidad de Cochiguaz fue
donde se evidencié la mayor abundancia relativa de P. darwini (abundancia
relativa: 0,80) (Tabla S7, Anexo). Las condiciones ambientales propias de la
localidad de Cochiguaz derivadas de su mayor altitud (Tabla 1), podrian estar
afectando la abundancia relativa de las comunidades de roedores. El hecho de
gue P. darwini esté influyendo en la distribucion espacial de la infeccién por T.
cruzi podria estar explicada debido a que los individuos identificados en el cluster
tengan algun grado de parentesco, con lo cual pudiera haber algun tipo de
transmision vertical del parasito, desde las madres a las crias (Moreno et al.,
2003).

La localidad de Cochiguaz presenté ademas dos particularidades: la mayor carga
parasitaria en triatominos y la menor carga parasitaria en roedores. Lo primero
podria ser explicado por la gran cantidad de roedores que tienen los triatominos
para alimentarse (en el cluster y alrededores). Asi, cada vez que se alimenta el
triatomino, se favorece un aumento en la carga parasitaria, y el desarrollo de
nuevos epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos (Perlowagora-Szumlewicz y
Muller, 1987; Asin y Catala, 1995). Y lo segundo, se podria explicar por la menor
probabilidad que tienen esos roedores de sufrir reinfecciones en el tiempo, debido
al escaso numero de triatominos en la localidad. Bajo esta condicion, se permitiria
gue el sistema inmune de P. darwini mantenga bajas cargas parasitarias
(Rodrigues et al., 2009; Rosenberg et al., 2010).
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Para el caso de triatominos, una posible explicacion de la no identificacion de
clusters es la alta frecuencia de infeccibn observada en la mayoria de las
localidades. Esta situacion estaria indicando que T. cruzi se encuentra infectando
a un gran namero de individuos, posiblemente debido a las mdltiples vias en que
estos insectos pueden infectarse (Botto-Mahan et al., 2005a; Schaub, 1988),
incidiendo de manera directa en cdémo se distribuye el parasito, a escala local.

Llegando al objetivo especifico 3, se realizé un andlisis espacial similar al anterior,
pero esta vez subdividiendo al grupo de individuos infectados, en grupos de baja y
alta carga parasitaria. La determinacion de separar individuos segun carga
parasitaria podria ser entendida por la potencialidad de esos individuos de
transmitir tripomastigotes infectivos de T. cruzi a otro posible hospedero. De esta
forma, es de esperar que individuos con alta carga parasitaria tengan una mayor
cantidad de tripomastigotes infectivos al momento de alimentarse, mientras que,
individuos con baja carga parasitaria tengan una menor cantidad. A pesar de lo
anterior, el hecho de no identificar clusters significativos segun carga parasitaria,
podria explicarse por la gran cantidad de individuos que presentaron una baja
carga parasitaria (sobre un 80% de los individuos), tanto para roedores como para
triatominos. Otro aspecto a considerar, es que una de las limitaciones de este
estudio fue que para la determinacion de carga parasitaria se utilizo el ADN
extraido de todo el abdomen de los triatominos. Este hecho es relevante de
considerar al momento de separar triatominos segun su potencialidad de infectar a
otro hospedero, ya que en la porcidn anterior del tracto digestivo se encuentran
formas replicativas del parasito y en la posterior, formas infectivas (Kollien y
Schaub, 2000). Este dato no implicaria necesariamente que todos los parasitos
caracterizados en un individuo sean capaces de infectar a otro animal. Sin
embargo, para este estudio, se simplificé el andlisis considerando la carga

parasitaria independiente del estatus infectivo del patégeno.
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CONCLUSIONES

En este estudio no se pudo probar que la infeccion por T. cruzi se mantiene en el
ambiente de forma espacialmente agrupada debido a que sus hospederos lo
hacen de esa manera. Si bien se identificd un cluster para roedores, integrado por
ejemplares de la especie P. darwini, que pudiera hacer suponer que T. cruzi se
agrupa en el espacio gracias a esta especie 0 a una circunstancia propia de zonas
gue se encuentran a mayor altitud, esta hipotesis deberia ser colocada a prueba

utilizando un disefio muestral enfocado en resolver esta pregunta.

El nimero de individuos capturados y la proporcién de infectados en triatominos,
fue mayor que los valores obtenidos para roedores, en los mismos sitios de
captura. En especifico para el caso de roedores, hubo un claro predominio de dos
especies, P. darwini (nativa) y R. rattus (introducida), con frecuencias de infeccion
similares. En general, la carga parasitaria presente en roedores y triatominos fue
baja (<1par/eq) en la mayoria de los casos (>80%). Para el caso de roedores, la
especie R. rattus presentd una carga parasitaria estadisticamente mayor a la

observada en P. darwini.
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ANEXOS
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FIGURA S1. Frecuencia de infeccién e intervalo de confianza (IC95) en
triatominos, segun afio de muestreo.
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FIGURA S2. Mediana (linea interior), cuartiles inferior y superior (extension
de la caja) y los percentiles 10 y 90 (bigotes) de la carga parasitaria de
triatominos, segun afio de muestreo.
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FIGURA S3. Frecuencia de infeccién e intervalo de confianza (IC95) en
roedores, segun afio de muestreo.
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FIGURA S4. Mediana (linea interior), cuartiles inferior y superior (extension

de la caja) y los percentiles 10 y 90 (bigotes) de la carga parasitaria de
roedores, segun afio de muestre
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TABLA S1. Valores de p segun prueba a posteriori de Fisher (ajustado) al
comparar frecuencia de infeccién por Trypanosoma cruzi en roedores, entre
localidades y dentro de afio. G= Gualliguaica; C= Cochiguaz; R= Rinconada,
Tu= Tulahuén; M= Matancilla; Tr= Tranquilla; Q= Quelén; VH= Valle Hermoso.

2016

2017

Localidad

R Tr

Tu

G M

VH Q

C

R

0,413

Tr

0,413

1,000

Tu

0,413

0,413

0,413

G

2017

M

1,000

VH

1,000 | 1,000

Q

0,223 | 0,173

0,726

TABLA S2. Valores de p segun prueba a posteriori de Fisher (ajustado) al
comparar frecuencia de infecciéon por Trypanosoma cruzi entre especies de

roedor.
Especie A. bennetti | A. olivaceus | O. degus P. darwini R. rattus
A. bennetti
A. olivaceus 1,000
O. degus 0,822 0,822
P. darwini 1,000 1,000 0,105
R. rattus 1,000 0,822 0,105 1,000
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TABLA S3. Valores de p segun prueba a posteriori de Dunn al comparar
carga parasitaria en roedores entre localidades y dentro de afio. G=
Gualliguaica; C= Cochiguaz; R= Rinconada; Tu= Tulahuén; M= Matancilla; Q=
Quelén; VH= Valle Hermoso. Se rechaza Ho con alfa/2 (alfa=0,05). KW= 0,001
(2016) KW=0,003 (2017).

Afo 2016 2017
Localidad C R Tu G M VH Q
C
2016 R 0,001
Tu 0,001 | 0,140
G
2017 M 0,034
VH 0,097 | 0,008
Q 0,485 | 0,001 | 0,073

TABLA S4. Valores de p segun prueba a posteriori de Dunn al comparar
carga parasitaria entre especies de roedores. Se rechaza Ho con alfa/2

(alfa=0,05).
Especie A. bennetti | A. olivaceus | O. degus P. darwini R. rattus
A. bennetti
A. olivaceus 0,114
O. degus 0,059 0,258
P. darwini 0,0238 0,105 0,448
R. rattus 0,244 0,108 0,047 <0,001
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TABLA S5. Valores de p segun prueba a posteriori de Fisher (ajustado) al
comparar frecuencia de infeccion por Trypanosoma cruzi en triatominos,
entre localidades y dentro de afio. G= Gualliguaica; C= Cochiguaz; R=
Rinconada; Tu= Tulahuén; M= Matancilla; Tr= Tranquilla; Q= Quelén; VH=
Valle Hermoso.

Afo 2016 2017

Localidad C R Tr Tu G M VH Q

C

2016 R 0,004

Tr 0,011 | 0,330

Tu 1,000 | <0,0001 | <0,0001

G

2017 M 0,686

VH 1,000 | 0,686

Q 0,686 | 0,512 | 0,686

TABLA S6. Valores de p segun prueba a posteriori de Dunn al comparar
carga parasitaria en triatominos entre localidades dentro de afo. G=
Gualliguaica; C= Cochiguaz; R= Rinconada; Tu= Tulahuén; M= Matancilla;
Tr= Tranquilla; Q= Quelén; VH= Valle Hermoso. Se rechaza Ho con alfa/2
(alfa=0,05). KW=0,018 (2016) KW=0,011 (2017).

Afno 2016 2017

Localidad C R Tr Tu G M VH Q

C

2016 R 0,001

Tr 0,011 | 0,051

Tu 0,020 | 0,033 | 0,036

G

2017 M 0,003

VH 0,001 0,331

Q 0,016 | 0,198 | 0,093
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TABLA S7. Numero de roedores capturados segun especie y localidad.

Especie/Localidad G C R Tu M Tr Q VH
A. bennetti 0 0 0 0 0 0 1 0
A. olivaceus 0 0 5 0 1 0 0 0
O. degus 0 0 0 0 7 0 0 0
P. darwini 2 25 12 1 16 1 1 2
R. rattus 6 6 0 3 0 0 46 0
Abundancia 25 80 70 20 70 100 2 100

relativa Pd en %
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