UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MEXICO
MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

“IDENTIFICACION DE UNIDADES DISCRETAS DE TIPIFICACION
(DTU’s) DE Trypanosoma cruzi EN MARSUPIALES (Didelphis
marsupialis, Didelphis virginianus, Philander oposum ) PRESENTES EN
LA RESERVA ECOLOGICA “EL ZAPOTAL” EN EL ESTADO DE
CHIAPAS.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

PRESENTA:

VIRIDIANA CAMACHO SIERRA

COMITE DE TUTORES
Dr. José Guillermo Estrada Franco

Dr. Juan Carlos Vazquez Chagoyan
Dr. Daniel Ignacio Pifiero Dalmau

El cerrillo Piedras Blancas, Toluca Estado de México. Enero 2016



DEDICATORIAS

A mi Dios Jehova, por ser mi fuerza y mi temple y seguir siempre
mostrandome infinito amor con todas bendiciones que me da.

A las motivaciones mas grandes de mi vida, mis padres Cristina Sierray Felipe
Camacho, porque con sus consejos, amor y paciencia han logrado que hoy
llegue hasta aqui, esto es solo uno de los muchos frutos que hoy cosechan...
LOS AMO.

A mi bella Familia Camacho Sierra, porque cada paso en mi vida me
demuestran que hoy y siempre estan ahi para mi ..... Hermanos Delia,Cristina

y Felipe, los amo ..... Hasta el final unidos.

A mi Familia CIESA, qgue méas que compafieros, somos Amigos. Los quiero

A mi Familia adoptiva Yong Macias, Dr, Gil, Pati, Patita y Gilito,por su apoyo
carifio y amistad,

A mi Familia ZooMaT, David y Alberto e Irene, por hacerme sentir en casay
apoyarme y convertir el trabajo en amistad



RESUMEN

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, e€s una ZzoONnosSis
producida por el parasito protozoario flagelado denominado Trypanosoma cruzi, su
principal vector es un insecto hematdéfago de la subfamilia Triatominae,
principalmente los géneros Rhodnius (R. prolixus), Triatoma (T. infestans), y
Panstrongylus (P. megistus). De las 40 especies de triatominos reconocidos como
vectores de la enfermedad, 28 especies se encuentran exclusivamente en México,
y 8 son compartidos con los EE.UU. (Ibarra Cardenas et al., 2009), ademas de
contar con un gran numero de reservorios domeésticos y silvestres sinantropicos,
dentro de los cuales se encuentra las especies del género Didelphis,
desempefiando un papel importante en la transmision de la enfermedad en hébitats
peridomésticos, debido a que pueden actuar simultaneamente como reservorios y
vector de Trypanosoma y ser considerados junto con los armadillos y o0sos
hormigueros, como los reservorios mas antiguos del parasito. La determinacion de
la prevalencia de Trypanosoma cruzi en marsupiales de una region determinada,
permite tener una aproximacion del riesgo que corren otras especies de mamiferos
de ser infectadas por este parasito en dicha region. Por otro lado, dado que el
genotipo de los parasitos ha sido asociado a la presentacion de variaciones en la
virulencia y patogenicidad del parasito, la identificacion de los linajes de T. cruzi en
los marsupiales de la region en estudio, contribuye a conocer los riesgos de salud
gue corren las especies susceptibles de ser infectadas con las cepas parasitarias
circulantes. Se determind la prevalencia puntual de T. cruzi en las especies de
marsupiales presentes en la reserva ecoldgica El Zapotal e identificar los linajes del
parasito circulantes en estos animales. Se hizo un estudio estratificado dentro de la
reserva ecologica “El Zapotal”, ubicada en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.
Se muestrearon 60 marsupiales en un periodo comprendido de junio a septiembre
del 2014. Para determinar la prevalencia se utilizé el gen miniexén para ampolificar
una secuencia de 197 pb (ref). La identificacion de los linajes se realiz6 amplificndo
un fragmento de 832pb del gen TcSC5D y se secuencido. El andlisis de las
secuencias se realizé con el Software Mega 6.06 mediante célculos de distancia por

el método Maximum Likelihood, con el algoritmo de Tamura de tres pardmetros y



méaxima verosimilitud, con un bootstraping de 500 repeticiones. Para calcular la
correlacion entre dos matrices de proximidad, se gener6 una matriz de
identidad/similitud utilizando el software MatGAT (Matrix Global Alignment Tool)
v2.01y se realizé un andlisis de Mantel. La prevalencia puntual de infeccion por T.
cruzi para el conjunto de los marsupiales presentes en El Zapotal, Tuxtla Gutiérrez
en Chiapas, fue de 40%. La prevalencia fue mayor para Philander oposum
(57.10%), seguido de Didelphis marsupialis (39.5%) y Didelphis virginiana (30%).
Se determind la presencia del Linaje TCl del Trypanosoma cruzi en |16 de los 60

marsupiales muestreados.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, o0 tripanosomiasis americana, e€s una ZzoOnosis
producida por el parasito protozoario flagelado denominado Trypanosoma cruzi, su
principal vector es un insecto hematdéfago de la subfamilia Triatominae,
principalmente los géneros Rhodnius (R. prolixus), Triatoma (T. infestans), y
Panstrongylus (P. megistus). Se han reconocido alrededor de 40 especies capaces
de transmitir la enfermedad, siendo importantes desde el punto de vista
epidemiologico (OMS, 1991). La transmision ocurre por medio de las heces de
insectos, aunque también existen otras formas de transmision como la transfusional,
transplacentaria, trasplantes de Organos, accidentes de laboratorio, via oral y

jeringas infectadas (Apt et al., 2008).

Es una enfermedad crénica que puede ser mortal, y conduce a menudo a lesiones
muy debilitantes del corazén y tracto intestinal. Esta intimamente relacionada al
desarrollo socioeconémico de la poblacion, colocdndola como una de las
enfermedades parasitarias principales del continente americano, representando uno
de los problemas de salud publica mas importantes de América Latina. Afecta cerca
de 6 y 7 millones de personas y 90 millones de personas se encuentran en riesgo
de adquirir la infeccion (OMS 2015) Tiene una prevalencia del 1,5%, con 8 millones
de personas infectadas y 28 millones en riesgo de infeccién, generando anualmente
12 mil muertes. Se ubica cdmo la tercera enfermedad infecciosa de mayor
importancia y se considera como una enfermedad endémica en 21 paises de
América Latina incluido México, desde el sur de EEUU (42°N) hasta el norte de la
Patagonia (43°S), sin embargo, en algunos paises como Espafa, Italia, Portugal,
etc., en donde la enfermedad no es endémica, la enfermedad de Chagas se
considera una infeccibn emergente debido al creciente nimero de inmigrantes

procedentes de América Latina (Carabarihn et at., 2012).



Aproximadamente 200 especies o subespecies domésticas y de fauna silvestres se
han identificado con la infeccibn por T. cruzi (Barretto y Ribeiro, 1979),
desempeiiando asi, el papel de reservorios de la enfermedad. Muchas de estas
especies al ser sinantrOpicas, especialmente los roedores y los marsupiales
(Marsupialia, Didelphidae), se vuelven susceptibles a ser infectados con el parasito
por el vector, al construir sus nidos , el vector se alberga ahi y se alimenta ,
involucrandolos asi, en el ciclo de transmisién de la enfermedad (Noireau et
al.,2009).

En México en 1940 se hace el primer reporte de caso la enfermedad en el Estado
de Oaxaca (Salazar et al.,1979).Actualmente se tienen un total de 18 &areas
determinadas como endémicas de la enfermedad en nuestro pais, ubicadas en el

Sureste, estas areas incluyen los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas,
Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos, principalmente en las zonas rurales

(Dumonteil, 1999), con prevalencias mayores al 10% (Reyes y Pickering, 2006).

De las 40 especies de triatominos reconocidos como vectores de la enfermedad, 28
especies se encuentran exclusivamente en México, y 8 son compartidos con los
EE.UU. (Ibarra Céardenas et al., 2009), ademas de contar con un gran numero de
reservorios domésticos y silvestres sinantropicos, dentro de los cuales se encuentra
las especies del género Didelphis, desempefiando un papel importante en la
transmision de la enfermedad en habitats peridomésticos, debido a que pueden
actuar simultdneamente como reservorios y vector de Trypanosoma y ser
considerados junto con los armadillos y osos hormigueros, como los reservorios
mas antiguos del parasito.

Se ha descrito la elevada diversidad genética del Trypanosoma cruzi, en el 2009 se
acordé un consenso para la clasificacion de la cepas de T. cruzi teniendo en cuenta
los estudios filogenéticos, obteniendo como resultado la clasificacién en 6 unidades
discretas de tipificacion (DTU’s) Tcl-TcVI (Zingales y col.,2009, 2012).

Se han realizado estudios comparativos para evaluar la asociacion entre la

diversidad genética y las propiedades biologicas del parasito, incluyendo el



comportamiento en cultivos de células de mamiferos y axénicos, la transmisibilidad
a través del insecto vector, la presentacién clinica de la enfermedad, la
patogenicidad y virulencia y la sensibilidad a los farmacos in vitro (Laurent y col.,
1997; de Lanay col., 1998).

Se ha referido la presencia de diferentes DTU’s en los diferentes vectores vy
hospederos, siendo el linaje Tcl el linaje predominante en los marsupiales (Yeo. Et
al., 2005), sin embargo se han reportado la presencia de linajes Tcll. En México se
tienen antecedentes de predominancia del linaje Tcl (Bosseno et al., 2002) aunque
recientemente se ha reportado la presencia de Tcll, Tclll, TclV, TcV en triatominos
(Ligonio, et.al., 2012).

En el estado de Chiapas se presenta de manera endémica la enfermedad, con una
prevalencia estimadas en un 12.75%, con alrededor de 611,564 personas
diagnosticadas con la infeccion (Carabarin et at.,2012). En este estado, en la ciudad
de Tuxtla Gutiérrez, se encuentra ubicada la Reserva Ecologica “el Zapotal”’, en
donde convergen las 3 principales especies de mamiferos marsupiales (Philander
oposum, Didelphis marsupialis y Didelphis virginiana) conviviendo en sinatropia con
las residencias humanas, siendo su presencia abundante en la regién, jugando asi
un papel importante en la infeccion peridosmética de la enfermedad. Es por esto
que la identificacion de las DTU’s de Trypanosoma cruzi circulantes en la region
resulta de importancia eco-epidemiolégicas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Agente etiolégico
El Trypanosoma cruzi (T.cruzi) es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas

y se clasifica taxonomicamente de la

siguiente manera:

Reino: Protista

Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida

Sub-orden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi pertenece al orden de los kinetoplastidos, posee uno o dos
flagelos. Poseen una estructura paraflagelar conocida como cinetoplasto que los
distingue, corresponde a una condensacion de ADN (ADNK), localizado en el interior
de la mitocondria. Dentro de la familia Trypanosomatidae, el género Trypanosoma
es uno de los mas importantes debido a que muchas de sus especies de
Trypanosomas procuden enfermedades en humanos (T. cruzi, T. brucei gambiense

y T. brucei rhodesiense).

Ciclo de vida
Trypanosoma cruzi desarrolla su ciclo de vida dentro de dos hospedadores, uno

invertebrado y otro vertebrado.En base a la morfologia celular (esférica, piriforme o
alargada), la posicion entre el nacleo y el cinetoplasto (anterior, lateral o posterior),
y la forma de salida del flagelo (central o lateral), se definen tres formas evolutivas

para el parasito:



Epimastigote: posee una forma elongada (20 - 40 x 2 ym), y el origen del
flagelo proximo y el nucleo por delante. En este estadio se desarrolla en el
vector y en de forma in vitro,es una de las formas proliferativas del parasito
siendo esta la forma en la que mas facilmente se puede cultivar “in vitro”
(Figura 1).

Tripomastigote: en esta etapa el parasito presenta una forma elongada (20 -
25 um), con el cinetoplasto situado por detras del nucleo y el flagelo emerge
por un costado del cuerpo liberandose por el extremo anterior, creando la
imagen de una membrana ondulante. En este estadio es cuando se presenta
la forma infectiva y no posee capacidad replicativa. En esta forma es cuando
ya se puede encontrar en la circulacion del mamifero (tripomastigote
circulante) y en la ampolla rectal del vector (tripomastigote metaciclico).
Amastigote: Con una forma esférica u ovalada (2 - 4 um), aqui el parasito ya
carece de flagelo libre. Es el estadio de localizacion intracelular y replicativo

en el mamifero (Figura 1). (Toso. et.al.,2011)

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

FIGURA 1. Formas celulares de Trypanosoma cruzi.(Toso. et.al.,2011)



Origen del Trypanosoma

Mucho se ha investigado acerca del origen del Trypanosoma, y generado diferentes
hipotesis apoyadas por el andlisis filogenético de diferentes genes del parasito (por
ejemplo; gen ribosomal 18S), en donde se sugiere que al ser un parasito se supone
que tiene un origen monofilético, es decir, que descienden de un mismo ancestro
comun, sugiriendo que esta forma ancestral del pardsito surgidé antes de la
separacion de los continentes en la era Mesozoica (230 millones de afios atras)
dando origen a los diferentes tripanosomas que hasta ahora conocemos. Se tiene
una hipétesis sobre el surgimiento del Trypanosoma cruzi ,planteando que esta
ocurri6 antes de la separacion del supercontinente (Gondwana) en la era
Cenozoica, evolucionando con los de los marsupiales, aproximadamente, 40
millones de afos atras y estos a su vez, comenzaron con la dispersion del parasito,
pasando a ser transmitidos entre los marsupiales a través de las secreciones de las
glandulas anales y/o urinarias, relacionando desde entonces al parasito con los

marsupiales (Yeo y col., 2005).

Vias de transmision
Existen diferentes vias de transmision de la infeccion por T. cruzi. Aungue la

vectorial continla siendo la principal via de transmisién, muchas de ellas se ven
influenciadas por las acciones del hombre sobre el medio ambiente, las condiciones
de vida, y la migracion. Todas estas acciones se encuentran intimamente
relacionadas a las regiones geogréficas, y la endemicidad de la enfermedad. A
causa de ello, otras formas de transmisién, como la oral (alimentos contaminados
con heces de triatominos o ingestion de carne cruda de hospedadores mamiferos
infectados), congénita y por trasplante de 6rganos, han cobrado mayor importancia.
Se han establecido diferentes medidas de control del vector y de bioseguridad en
las transfusiones de sangre, todas con el fin de reducir los riesgos de infeccién de
la enfermedad.

En la transmision vectorial los parasitos presentes en las heces del insecto
hematofago penetran por la herida que causa la picadura, por lesiones en la piel o

por las mucosas de 0jos, boca o nariz. Los insectos capaces de infectarse, y por lo



tanto, capaces de transmitir la enfermedad, pertenecen a la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae (méas de 130 especies).(Figura 2).

Vector Epimastigotes

Tripomastigotes
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FIGURA 2: Representacion esquematica de ciclo de vida del Trypanosoma cruzi: (a). Las
mismas penetran por heridas (b), infectan a la célula hospedera, se diferencian a formas amastigotas y
se multiplican (c). Posteriormente, se diferencian a formas tripomastigotes, que se vuelcan al torrente
sanguineo (e, f), que pueden formar nidos en los tejidos (g, re-diferenciandose a amastigotes
replicativos) o ser succionados durante la alimentacion de un nuevo vector, cerrando el ciclo de vida
(h). Adaptado de Macedo. et.al.,2002.

Dentro de los ciclos de transmision del T.cruzi , se pueden diferenciar tres ciclos
con intervencion del vector. Uno de ellos es el ciclo silvestre, considerado como el
ciclo mas primitivo, en este, el parasito circula entre los insectos vectores y los
reservorios silvestres (mamiferos pequefios y medianos). Se han descrito mas de
200 especies de mamiferos silvestres reservorios del parasito, entre ellas los
marsupiales ,xenartros, murciélagos, carnivoros, lagomorfos, roedores y primates
no humanos (Coura y Pinto Dias,2009). Dentro de este ciclo la infeccidén se puede
presentar en ec6topos muy diversos, encontrdndose en los desiertos
norteamericanos, los altiplanos andinos y las selvas amazédnica y atlantica, teniendo
una preferencia por ambientes ecolégicamente cerrados o semiabiertos, puede
tener una variacion entre los hospederos y los vectores.

El segundo ciclo es llamado ciclo doméstico y este comprende la infeccion del
hombre y en consecuencia la enfermedad de Chagas, y esta determinada por
factores antroponéticos (hombre-vector-hombre), siendo el hombre uno de los
altimos reservorios naturales del parasito. Y el dltimo ciclo, llamado ciclo

peridoméstico, este interviene a los mamiferos sinantrépicos (roedores domésticos,



marsupiales, gatos, perros), que habitan el peridomicilio y por tanto ,se encuentran
en estrecho contacto con el hombre y sus viviendas; y a los vectores silvestres, que
son atraidos por el alimento y las luces de las viviendas.

Todos estos ciclos no se presentan de manera particular o especifica, pueden
sobreponerse o desarrollarse al mismo tiempo con frecuencia, y esto dependera de
las caracteristicas eco-epidemiolégicas de cada lugar, como por ejemplo, cuando el
hombre se introduce en territorios o areas silvestres, en donde el ciclo de
transmision es silvestre, promoviendo la incursién de vectores silvestres dentro del

domicilio.

Origen de las DTU’s de T. cruzi
Se ha planteado la hipétesis de que la historia evolutiva de T. cruzi estaria

relacionada con la de sus hospedadores vertebrados (Briones y col., 1999). La
fauna de mamiferos de América del Sur en el periodo Cretaceo estaba formada
principalmente de marsupiales y placentarios ancestrales del orden Xenarthra
(armadillos, osos hormigueros y perezosos). Algunos miembros de estos dos
grandes grupos de mamiferos habrian sido los reservorios naturales del parasito en
desde entonces. Los distintos ecotépos en los cuales se encontraban estos dos
grupos de hospedadores facilitaron la evolucion por propagacion clonal de dos
grupos de parasitos, que dieron origen a las DTU’s ancestrales Tcl y Tcll. Se ha
sugerido que Tcl evoluciono en asociacion a los mamiferos marsupiales del genero
Didelphis (comadrejas); y Tcll, en relaciébn a los mamiferos terrestres, como los
armadillos (Miles y col. 1981; Gaunt y Miles, 2000; Yeo y col., 2005; Marcili y col.,
2009b, c). A diferencia del origen por propagacion clonal para Tc | y Tc Il, para los
otros cuatro DTU’s se propone que estos fueron originados como consecuencia de
eventos aislados de hibridacion y después se realiz6 la propagacion de las clonal.
En 1999 se realiz6 la Primera Reunion Satélite donde se decidio dividir a T. cruzi en
dos linajes, denominados Tc | y Tc Il, y 4 afios mas tarde (2003) con el desarrollo
de nuevos marcadores moleculares, se realiza un nuevo consenso para Su
nomenclatura, en donde se propone dividir a T. cruzi en 6 Unidades de Tipificaciéon
Discretas (DTU’s),manteniendo al Tcl original y subdividiendo al linaje Tcll en 5

DTU’s (Tclla-Tclle).En 2009 se realiza un segundo consenso en donde se establece



la nomenclatura que hasta hoy se utiliza , en donde se separan las subdivisiones de
Tclla-Tclle, quedando clasificadas como 6 DTU’s (Tcl- TcVI). Existen varios
reportes que muestran algoritmos que permiten caracterizar las diferentes DTU’s
utilizando RAPDs, PCRRFLPs, qPCR, MLST, MLMT y secuenciacion de ADN, pero
hasta el momento no se cuanta con un método consenso para la identificacién de
estos linajes (Guhl, 2013).

Patogénesis de la enfermedad de Chagas y su relacion con las DTU’s
Una las principales interés en el estudio y caracterizacion molecular de las DTU’s

presentes en reservorios y vectores del Trypanosoma cruzi, es su asociacion al
desarrollo clinico y patogénesis de la enfermedad , ademas de contribuir al
establecimiento de los diferentes ciclos de transmision (Guhl, 2013).Ya se han
hecho reportes sobre la presencia de diferentes poblaciones de T. cruzi en la sangre
y en el tejido cardiaco de pacientes con enfermedad de Chagas, sugiriendo que los
genotipos de T. cruzi que causan el dafo celular son diferentes a los que se
encuentran en sangre. Otro hallazgo dentro de los estudios ha sido el que
individuos que sufrian cardiomiopatia chagasica se encontraron diferentes
poblaciones del parasito, que las encontradas en pacientes sin cardiomiopatia. Se
habian identificado a los linajes Tcll, TcV y TcVI para las formas cardiacas, ubicadas
en paises sur americanos, pero, estudios recientes han mostrado que el linaje Tcl
también juega un papel importante en las formas cardiacas severas de la

enfermedad.

Trypanosoma cruzi en marsupiales
Son considerados como los reservorios mas ancestrales del Trypanosoma,las

especies del genero Didelphis son capaces de mantener simultaneamente
amastigotes y epimastigotes ,realizando la diferenciacion en glandulas anales,
otorgandole asi, la caracteristica de actuar como reservorio y vector del parasito,
sugiriendo asi, el posible mecanismo de transmision antigua del parasito, antes de
la intervencion del triatomino en sus habitos hematéfagos.

Se considera a los marsupiales como excelentes reservorios de la enfermedad,

pues tiene la capacidad de mantener las infecciones de larga duracion, y debido a



su comportamiento sinantropicos siempre deben considerarse de mayor
importancia epidemioldgica en el ciclo peridoméstico de la enfermedad.

En México se tienen antecedentes de predominancia del linaje TCI (Bosseno et al.,
2002) aunque recientemente se ha reportado la presencia de TCII, TCIlIl, TCIV ,TCV

en triatominos (Ligonio, et.al.,2012).

Marsupiales
Los marsupiales son mamiferos pertenecientes a la infraclase Metatheria, teniendo

como caracteristica principal que poseen un marsupio o bolsa, y cuyas crias nacen

semidesarrolladas, completando su formacion dentro del marsupio.

Se considera a los miembros del orden Didelphimorfia como mamiferos primitivos
mas antiguos que todavia habitan la tierra, esta incluye marsupiales de habitos

carnivoros u omnivoros.

Ocupan habitats tanto terrestres, como arboreos. El orden contienen solamente una
familia (Didelphidae) con 63 especies,dentro de las cuales se encuentran Didelphis
marsupialis, Didelphis virginiana y Philander opossum.Se encuentran distribuidos
de manera natural, desde el sureste de Canada, hasta aproximadamente la
Patagonia (Gardner, 2005).. Pese a que la gran parte de estos marsupiales vive en
ambientes humedos como junglas y bosques templados, se pueden adaptar a
practicamente cualquier bioma, desde habitats muy frios hasta otros caracteristicos
por su aridez (Leria, 2013).

Los didélfidos tienen su mayor actividad nocturna; son generalistas en su dieta y
oportunistas. Algunos cuando no encuentran su presa preferida como Philander

oposum, pueden alimentarse de ranas y alguna otra presa acuatica.

Las hembras tienen de 5 a 25 crias, el periodo de gestacion dentro del Utero es
relativamente corto, y el desarrollo es largo, aun después de soltar la glandula de la
madre, pueden seguir amantandose durante varias semanas, quedandose dentro
de la madriguera mientras la madre sale en busca de alimento. Algunos alcanzan a

reproducirse al menos 3 veces al afo.



Flores (2007), reporta la reproduccion precoz en algunas especies de didélfidos, en
donde encuentran que jovenes y sub adultos son sexualmente maduros de acuerdo
a su denticion. El autor relaciona este suceso con una estrategia para maximizar el
namero de camadas durante la estacion de mayor productividad. Teniendo como
conclusién que hembras que habitan &reas con condiciones éptimas continuas a
través del afio, como es el caso de selvas de bajas latitudes, maximizan la
capacidad reproductiva, no solo con un periodo reproductivo continuo sino con una
madurez sexual precoz. Y menciona “la importancia de la correcta determinacién de
la edad reproductiva de las hembras y de las variaciones de los patrones
reproductivos en diferentes ambientes, con el fin de analizar parametros

poblacionales esenciales en estudios ecoldgicos y de conservacion.

Algunas de las especies mas representativas que habitan en el territorio mexicano
son el tlacuache comuan (Didelphis marsupialis), que es la especie mejor adaptada
a la presencia humanay por tanto, presenta una mayor abundancia en comparacion
a otras especies. Otras especies presentes son: El tlacuache de cuatro ojos
(Philander opossum), el tlacuache raton (Marmosa mexicana), que es el mas
pequefio de la familia mexicana; el tlacuachillo acuatico (Chironectos minumus), que
habita cerca de corrientes o depdésitos de agua y esta adaptado para nadar, vy el
tlacuachillo dorado (Caluremys derbianus), también conocido como tlacuache
platanero, porque su principal alimento son los platanos y hace su madriguera con

las hojas de esta planta.

Didelphis marsupialis (D. marsupialis)
El tlacuache comun o zariglieya comun (Didelphis marsupialis) es una especie de

marsupial didelfimorfo propia del sureste de Norteamérica (sureste de México,
América Central y el norte de Sudamérica (Peru, Bolivia y Brasil), puede estar desde
el nivel del mar hasta unos 2000 msnm. Posee una coloracion negra o gris, mejillas
blancas, a amarillentas, nariz rosada y orejas largas, desnudas y de color negro y
patas negras. Poseen una cola desnuda, negra y con la punta blanca, casi siempre,
mas grande que la parte negra, es larga, generalmente mas larga que el cuerpo y

cabeza. El macho es generalmente mas grande que la hembra.



Didelphis marsipialis

Habitan en bosques primarios y secundarios, también en areas cultivadas y zonas
suburbanas y urbanas. D. marsupialis ha desarrollado la capacidad de poder
convivir en el mismo lugar en donde habita el hombre, de ahi, el alto éxito de
supervivencia que presentan. Se alimenta de pequefios vertebrados, invertebrados,
frutas y de desechos organicos generados por el humano. Es solitario, arboricola y
de habitos nocturnos, pudiendo desplazarse grandes distancias y alimentarse en el
suelo. En general son muy comunes, debido a su alta prolificidad. En México su
distribucion es desde algunos estados del Norte, y mucho mas abundante en el
sureste (Ceballos et al.,2006) (Figura 3)

Didelphis marsupialis
(Tlacuache). Distribucién potencial
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Figura 3: Distribucion de la espcie Didelphis marsupialis en Mexico (Ceballos 2006)



Didelphis viginiana (D. virginiana)
Es de origen norteamericano, teniendo una distribucion desde el sur de Canada,

hasta Costa Rica, pudiéndose encontrar desde el nivel del mar, hasta 3000
msnm.Es un marsupial relativamente grande (del tamafio de un gato domeéstico), es
muy parecido al D.marsupialis, en cuanto a morfologia, habitos y comportamiento.
La caracteristica que los distingues es que D. virginiana posee unas mejillas blancas
gue contrastan con el resto de la cabeza y con un pelaje denso, tiene una cola

prensil larga y negra, desnuda y con escamas.
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Didelphis virginiana

Comunmente se desplaza y se alimenta en el suelo, su alimento consiste en
cualquier cosa que sea digerible de origen animal y vegetal. La hembra puede llegar
a tener de 2 a 3 camadas con 7 crias en promedio por afio. Esta especie se
encuentra distribuida por casi todos los estados de la Repiblica Méxicana,teniendo

una gran distribucion en muchos de los estados(Figura 4)(Ceballos et al.,2006)
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Figura 4. Distribucion de la especie Didelphis virginiana en Mexico



Philander opossum (P. opossum)
Se distribuye desde el centro-este de México, hasta Paraguay y el noroeste de

Argentina, desde nivel del mar, hasta 1600 msnm. Posee una cola larga, desnuda,
bicolor y prensil, parecida a los otros marsupiales del mismo género, con la
diferencia que su pelaje que es mas fino, sus patas son de color mas claro y
principalmente por un patrén de manchas blancas que tiene sobre los ojos, de ahi
su nombre comun tlacuache de cuatro 0jos. La coloracion que presentan los

individuos juveniles es igual a la presenta por individuos adultos.

Philander oposum

Esta especie es comun en diferentes tipos de bosque (deciduo, siempre verde, de
crecimiento secundario) y de acuerdo a algunos reportes, se le puede encontrar en
jardines o huertos (Reid 1997). Es una especie omnivora y se alimenta de
invertebrados, vertebrados pequefios y consume una alta cantidad de frutos, dieta
similar a la observada en las zariglieyas del género Didelphis (Jackson 1994).puede
llegar a cazar pequefios anfibios en el agua o cerca, pues posee una habilidad para

nadar.

Es un marsupial terrestre y arboricola, y se le encuentra mayormente en lugares en
donde el habitat aiin no ha sido alterado drasticamente, ni tan perturbado por la
presencia humana, posiblemente debido a su preferencia por realizar sus
madrigueras en perchas altas (8-10 mts de altura). Su distribucién en México es
mas abundante en los estados del sur como Campeche, Yucatan, Quintana Roo,

Tabasco y Chiapas.
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(Tlacuache cuatro ojos). Distribucién potencial
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Figura 5. Distribucién de la especie Philander opossum en Mexico (Ceballos 2006)

DEPREDADORES
Los enemigos naturales del tlacuache son algunas aves de rapifia, especies de

serpientes, los felinos que viven en las selvas tropicales y los canidos, pero el
tlacuache tiene un mecanismo de defensa antidepredatorio muy efectivo contra
estos animales simulando su muerte; cuando ya no tiene escapatoria y se da cuenta
de que el peligro es inminente, se tira sobre su cuerpo, pone los ojos en blanco,

contrae los labios y cuelga la lengua como si en realidad estuviera muerto.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de las especies didélfidos

NSt Intervalo
romedio i i
: ESORel s Fea Estacionalidad | Camadas entre Crias | Longevidad
Especie adultos cm reproductiva por natural

reproductiva por afio | camadas

(9) - (MEES) (dfas) camada (afios)

Hembra 6
Didelphis 11209 estacional
(el Macho 37 80 6.8 variable 19 i e e
1120g
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Didelphis 23509 Estacional } : :
virginiana Macho e / variable e Y B 2
23509
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Salknelse - 263/14009g Estacional
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RESERVA NATURAL EL ZAPOTAL
La reserva se encuentra ubicada dentro de los limites de la ciudad de Tuxtla

Gutiérrez, Chiapas. Cuenta con 113 Ha de distribucion. Se localiza en la depresion
central entre los 16° 45' de latitud norte y 93° 07' de latitud oeste. Colinda al oeste
con Cerro Hueco y el resto estd rodeado por vegetacion secundaria y terrenos

privados, en el municipio de Tuxtla Gutiérrez.

El clima que se presenta en esta pequefia zona es calido subhumedo, con lluvias
en verano, sin una estacion invernal bien marcada y con una larga temporada de
secas de 4 a 5 meses del afo; la altitud es de 630 msnm, con una precipitacion

media anual cercana a los 1000 mm, y temperatura de 24° C.
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C

Figura 6. Reserva ecolégica “el Zapotal”,114 hectareas de superficie total

En El Zapotal concurren dos tipos de vegetacion relacionados: selva altas o
medianas subperennifolias y subcaducifolias, que se caracterizan por mantener
cierto verdor a causa de la conservacion de su follaje, aun en los meses mas secos
del afio, y por la altura media de sus arboles, que en general es de 20 a 25 metros,
algunos pueden alcanzar los 30 m. con troncos que oscilan alrededor de 1 metro de
diametro, ejemplo de ello son: Zapote Negro (Diospyros digyna), Chicozapote
(Manilkara achras), Zapote Colorado (Pouteria sapota), Moju (Brsimum alicastrum),
Chucamay (Styrax argenteus), Amates o Matapalos (Ficus spp.), entre otras

especies caracteristicas.



El segundo tipo de vegetacion en la Reserva es la selva baja caducifolia, que es la
mas dominante en esta meseta; son frecuentes los Nangafales o aguacatonales
(Gymnopodium floribundum var. ntigonoides), Higo (Ficus cookii), Cinco Negritos
(Comocladia englerinana), Copal (Bursera spp.), Pomposhuti (Cochlospermum
vitifolium), Brasil (Haematoxylon brasiletto).

Dentro de las 113 ha de la reserva se encuentra el Zooldgico Miguel Alvarez del
Toro (ZooMAT) que ocupa unas 30 hectareas. El bosque restante funciona como
una pequefa reserva en la que viven libres varias especies de animales tropicales,
tales como el mono Saraguato Pardo (Alouatta palliata), Guaqueque Negro
(Dasyprocta mexicana), Ocofaisan (Crax rubra),tlacuaches (Didelphis virginiana,
Didelphis marsupialis,Philander opossum),Pavita (Openelope purpurascens),
iguanas (), armadillo (Cabassous centralis) mapache (Procyon lotor), ocelote
(Leopardus pardalis), venado cola blanca (Odocoileus virginiaunus) entre otras

muchas mas.



JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, su agente causal es un
parasito protozoario flagelado denominado Trypanosoma cruzi, es transmitido por
vectores hematofagos de la subfamilia Triatomina , aunque también existen otras
formas de transmision como la transfusional, transplacentaria, trasplantes de
organos, accidentes de laboratorio, via oral y jeringas de drogadictos (Apt et al.,
2008).

Actualmente en México no se cuenta con la informacion necesaria sobre estudios
en mamiferos silvestres huéspedes de Trypanosoma cruzi, no teniendo la
informacion necesaria para entender el papel que juegan estos hospederos dentro

del ciclo de transmision de esta enfermedad.

Varios trabajos han reportado la predominancia del linaje TClen México y
recientemente se ha reportado la presencias de otros linajes en especies triatominas
(TClI, TCIIIl, TCIV ,TCV),(Bosseno et al., 2002; Ligonio, et.al.,2012) y Bosseno en el
2002 reporta la presencia de linaje

El estado de Chiapas se presenta de manera endémica la enfermedad, en donde

convergen las 3 principales especies de mamiferos marsupiales (Philander oposum,



Didelphis marsupialis y Didelphis virginiana) conviviendo en sinatropia con las
residencias humanas, siendo su presencia abundante en la region y al ser
considerados de los reservorios mas importantes del parasito jugando asi un papel
importante en la infeccién peridosmética de la enfermedad representando asi un

problema de salud publica.

Es por esto que los datos generados en esta investigacion aportara informacion
sobre la dindmica de transmision de los diferentes DTU’s presentes en la reserva
ecologica “el Zapotal” en la especies marsupiales, debido a su capacidad de actuar

simultdneamente como reservorio y vector del Trypanosoma.

HIPOTESIS

Existe la presencia de diferentes Unidades discretas de Tipificacion (DTU’s) de
Trypanosoma cruzi en las especies marsupiales Didelphis marsupialis, Didelphis
Virginiana y Philander opossum presentes en la reserva ecoldgica “el Zapotal” , en

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar lo DTU’S de aislados de Trypanosoma cruzi en las especies de
marsupiales Philander oposum, Didelphis marsupialis y Didelphis virginianus. , por

medio de la caracterizacidon molecular

Objetivos especificos

1. Realizar el aislamiento de DNA de Trypanosoma cruzi en las diferentes
especies de marsupiales.

2. Amplificar un fragmento de la secuencia del gen C-5 esterol desaturasa
(TcSC5D) por técnica de PCR para identificacion de Trypanosoma cruzi de
los aislados de marsupiales.

3. Secuenciar los fragmentos obtenidos del fragmento del gen C-5 esterol
desaturasa

4. Realizar andlisis filogenético de las secuencias obtenidas y determinar la

diversidad genética y genoaprupacion de los aislados de marsupiales.



5. Determinar porcentajes de prevalencia puntual de Trypanosoma cruzi en las

especies marsupiales presentes en la reserva.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo
Para la obtencion de las muestras para este trabajo, se realiz6 un muestreo dentro

de la reserva ecolédgica “El Zapotal”’, ubicada en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas. ElI muestreo se llevd a cabo en un periodo comprendido de junio a
septiembre del 2014.

Para seleccionar las zonas de muestreo, se hizo un marcaje de cuadrantes de
acuerdo al mapa de la reserva establecido con un Sistema de Posicionamiento
Global (GPS) de la reserva (Figura 7).
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Figura 7. Distribucién de los cuadrantes en el area de muestreo

Se determind un total de 272 cuadrantes de 4289 m: cada uno. Se realiz6 un
muestreo estratificado, seleccionando un total de 28 cuadrantes, utilizando una
tabla de niUmeros aleatorios, abarcando el 10% de la superficie total de la reserva.
Dentro de los cuadrantes, se realiz6 transectos lineales, respetando una distancia

de 60 mts entre cada punto de colecta.
Los criterios de exclusiéon para el muestreo fueron:

e Animales menores a 200 gr de peso
e Cuadrantes que se encontraran en los bordes del area de muestreo

Se utilizaron trampas tipo Tomahamk para pequefios y medianos mamiferos. Se
utilizé como cebo una mezcla de sardina/atin. Las trampas se colocaron por la tarde

y se revisan por las mafianas.



Se determinaron las coordenadas de los sitios de captura de los marsupiales
utilizando un GPS de mano (figura 8).

&h GOgORIo -
Re €6 §

2

image © 2014 DigitalGlobe

Figura 8. Mapa de ubicacion de sitios de colecta por GPS

Los ejemplares capturados fueron identificados y clasificados taxonédmicamente
mediante estudios antropométricos y por identificacion por pelo, registrando datos
sobre peso, tamafio y sexo. Para las hembras capturadas, se determind su
condicion reproductiva mediante la busqueda de embriones dentro de la bolsa

marsupial.

Para el marcaje de los marsupiales capturados de primera vez, se utilizé un patron
de muesqueo en la oreja derecha (Figura 9 a).Se realiz6 un manejo aséptico de la
zona a identificar, utilizando iodo 50%, alcohol 70% como protocolo de asepsia y se
utilizaron tijeras de diseccion para realizar el corte, aplicando un cicatrizante en
aerosol para proteger la zona. Para la identificacion de los ejemplares recapturados,

se utilizé un patrén de doble muesqueo en oreja derecha (Figura 9 b).



(a) (b)
Figura.9. Patron de identificacién de animales capturas por muesqueo

Se calcul6 la densidad media poblacional de las especies presentes en la reserva

en base a la férmula (Krebs,2009 ) :

#invidividuos colectados

= #individuos por cuadrante

# de cuadrantes muestreados

# Individuos colectados = a los individuos capturados en los diferentes

cuadrantes seleccionados.

# de cuadrantes muestreados = los cuadrantes seleccionados dentro del area de

muestreo por aleatoriedad.

Para calcular el porcentaje de prevalencia puntual del muestro, se aplicé la formula:
Prevalencia Puntual = Ct / Nt

Ct = nimero de casos existentes (prevalentes) en un momento o edad determinado.
Nt = numero total de individuos en un momento determinado.

Toma de muestras
Las muestras consistieron en sangre completa con EDTA (Acido

Etildiaminotetracético) obtenidas mediante venopuncion en vena caudal, utilizando

un protocolo de limpieza de la zona con alcohol al 70%.



Se colecto una muestra de 1000 ul aproximadamente, estas se conservaron a -
20°C hasta su uso en el presente trabajo.

Extraccion de DNA
La extraccibn de DNA gendmico se realizd con kit comercial illustra blood

genomicPrep Mini Spin Kit ®, siguiendo las especificaciones del fabricante y se

visualizo en un gel de agarosa al .2% tefildo con bromuro de etidio.

Amplificacién del fragmento del gen mini exon
Para la amplificacion se tomaron 2 pl de DNA total se utilizaron los primers

reportados por Souto, et,al , 1996, TCI( 5 GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC 3")

Y TCIR (5"CCCCCCTCCCAGGCCACACTG 37) se realiz6 un mix en un vial de 200
pl y se colocd 12.5 pl GoTag® qPCR Master Mix, 31.5 pl agua libre de nucleasas,
2ul de primers, obteniendo un volumen final de 50ul de reacciéon. Para la PCR se
ocuparon las siguientes condiciones de amplificacién, desnaturalizaciéon 94°C,

extension 72 °C, y una alineacion: 61.3 °C , con 30 ciclos.

Amplificacién del fragmento del gen TcSC5D
Para la identificacion de las DTU’s ,se ocuparon 5 pl del DNA gendémico total para

la PCR, para esta técnica se utilizaron los iniciadores TcSC5DF (5'-
GGACGTGGCGTTTGATTTAT-3"), TcSC5DR (5" TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3")
con un tamafio de 832pb reportados por Cosentino y col. en el afio 2012 .

Para la PCR se colocaron en un vial de 200 pl los siguientes componentes: 25 pl de
GoTaq Green Master Mix (Promega), 1 ul de cada uno de los iniciadores
correspondientes y 18 pl de agua libre de nucleasas, con un volumen final de
reaccion de 50 pl.

Las condiciones de la PCR que se utilizaron fueron : desnaturalizacion a 94° por 4.5
min, un ciclado térmico de 35 ciclos a 94° durante 30 seg, seguido por 30 seg a
53.3°, seguido por 72° por 30 seg; terminando con una incubacién de 5 min a 72°.
Obtenidos los productos de PCR, fueron visualizados en gel de agarosa al 2%

teflido con bromuro de etidio.



Purificacion del producto de PCR
De los productos de PCR obtenidos, se hizo una purificacion directa del amplicon,

con un kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (promega).
Siguiendo las especificaciones del fabricante. Esto con el fin de eliminar cualquier

componente que pudiera interferir con la secuenciacion

Secuenciacion del producto de PCR
Se utilizaron 2 pl de cada uno de los purificados se utilizaron para la secuenciacion

automética, esta se realiz6 para la hebra sentido, como la antisentido.

Andlisis filogenético
Para el andlisis de las secuencias obtenidas, estas primero fueron comparadas en

el programa Nucleotide BLAST , esto con el fin de comprobar si se trataban de

secuencias correspondientes a Trypanosoma cruzi (anexo )

Se realiz6 una comparacion multiple de la secuencias con el programa MUSCLE

(Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation).

El Software Mega 6.06 se utilizé para el analisis, alineacién y construccion de
arboles filogenéticos de las secuencias, mediante célculos de distancia por el
método Maximum Likelihood, con el algoritmo de Tamura de tres parametros y

maxima verosimilitud, con un bootstraping de 500 repetidos.

Con el fin de para calcular la correlacion entre dos matrices de proximidad, se
generd una matriz de identidad/similitud utilizando el software MatGAT (Matrix
Global Alignment Tool) v2.01 (Campanella et al., 2003). Con las secuencias
obtenidas, y una matriz de distancias geogréficas con los puntos georreferenciados
de captura. Se usé el software XLSTAT para determinar los patrones de aislamiento

por distancia aplicando una prueba de Mantel.



Figura 10 : distancias geogréficas con los puntos georreferenciados de captura

RESULTADOS
Muestreo



Durante el periodo de colecta, se colocaron un total de 1440 jaulas, obteniendo un
total de 60 capturas de marsupiales, de los cuales 43 correspondian a la especie
Didelphis marsupialis, 10 a la especie Didelphis virginiana y 7 a la especie Philander

opossum.

Para el calculo de densidad media se aplicé la férmula de acuerdo a Krebs
2009.0Obteniendo como resultado; .25 individuos /cuadrante para Philander
opossum, 1.6 individuos/cuadrante para Didelphis marsupialis y .42

individuos/cuadrante. Didelphis virginiana.

Para el célculo de la Prevalencia puntual de la enfermedad, se utilizaron las
amplificaciones den gen mini exdn, obteniendo una prevalencia estimada mayor

para Philander opossum y menor para Didelphis virginiana.

Se obtuvo un 40% de prevalencia de Trypanosoma cruzi en las especies
marsupiales presentes en la reserva y porcentajes mayores al 50% en la especie
Philander opossum (57.1%) , un 39.5% para la especie Didelphis marsupialis y un

30% para la especie Didelphis virginiana

Prevalencia de Trypanosoma cruzi en marsupiales

60.00%
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40.00%
30.00%
20.00%
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infeccion con T.cruzi

B P.opossum M D.virginiana D.marsupialis

Grafica 1: Porcentajes de prevalencia de Trypanosoma cruzi por especie de marsupial en la reserva ecolégica El Zapotal.

Extraccion de DNA



Las muestras recolectadas fueron identificadas de la siguiente manera:
DM: Didelphis marsupialis ,PO:Philander opossum, DV: Didelphis Virginiana
Los productos obtenidos de la extraccion de DNA de muestras sanguineas, fueron

visualizados en un gel de agarosa al .6%.
Amplificacién del gen mini exon

Para la amplificacion del gen mini exon se obtuvieron 4 amplificados para la especie

P.opossum,17 para D.marsupialis, y 3 para D.Virginiana.(Figura 11).

12 34 56 7 8 9101112 1314151617 18192021 22

Figura 11. Andlisis de productos de amplificacion de 197 pb de gen mini exdn : los carriles en
el gel corresponden a: marcador de peso molecular 700 pb (carril 1) , muestras Didelphis
virginiana (carril 2-6), muestras P.opossum (carril 7-10),control ,muestras Didelphis marsipialis
(carril 11-19),control positivo DNA de Trypanosoma cruzi (carril 20), control negativo (carril

1% agarose 21), marcador de peso molecular 700pb (carril 22).

Amplificacién del fragmento del gen TcSC5D



Se obtuvieron 16 amplificaciones del tamafio esperado (832pb), de las cuales 7
correspondian a la especie Didelphis marsupialis, 7 a la especie Didelphis virginiana
y 2 a la especie Philander opossum a la se visualizaron en un gel de agarosa al

.6% tefida con bromuro de etidio. (Figura 12).
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Figura 12: Anadlisis de productos de amplificacion de 832pb de gen
TcSC5D : los carriles en el gel corresponden a : marcador de peso
molecular 1 Kb (carril 1) , DNA de Trypanosoma cruzi de Didelphis
marsipialis (carril 2-6), control positivo DNA de Trypanosoma cruzi
(carril 8), control negativo (carril 9), marcador de peso molecular 1Kb
(carril 10).

Prueba de mantel para aislamiento por distancia

Para la prueba de mantel se utiliz6 una correlacion de pearson con un nivel de
significancia de 5%, obteniendo como resultado que las matrices no estan

correladas con la matriz de distancias geogréficas con los puntos georreferenciados

de captura.
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Andlisis filogenético



De la secuenciacién de los fragmentos se obtuvo una secuencia de 800 pb para
todas las 16 amplificaciones obtenidas. El arbol filogenético obtenido mediante
Maximum Likelihood muestra un agrupamiento de las secuencias dentro del clado
correspondiente a las secuencias del linaje Tcl de Trypanosoma cruzi previamente
reportadas por Cosentino en 2012, el cual forma un clado claramente separado al
correspondiente a las cepas reportadas para los otros linajes (Tcll-TcVI Y TcBat).

Los individuos identificados como
DM01,DM02,DM03,DM06,DM09,DV01,DV02,DV03,DV04,DV05,DV06,DV07 Y
POO01 se genoagruparon dentro del mismo clado, mientras que el individuo DM05
se agrupo dentro del mismo clado se mostré alejado solo un poco del resto. Los
individuos DM04 y PO02 se genoagruparon en un clado apartado al resto de los

demas individuos. (Figura 13).



TCVI Trypanosoma cruzi strain P63 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCVI Trypanosoma cruzi clone TeLatOx 29-780 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCVI Trypanosoma cruzi strain Tula lathosterol oxidase gene partial cds.
TCVI Trypanosoma cruzi strain Tul2 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCV Trypanosoma cruzi strain MN lathosterol oxidase gene partial cds.
TCV Trypanosoma cruzi strain LL014 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCV Trypanosoma cruzi strain Sc43 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCV Trypanosoma cruzi strain Tehb3 lathosterol oxidase gene partial cds.

{
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%

TCIll Trypanosoma cruzi strain M6241 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCIll Trypanosoma cruzi strain M5631 lathosterol oxidase gene partial cds.
TCIll Trypanosoma cruzi strain X109 lathosterol oxidase gene partial cds.
3] TCIl Trypanosoma cruzi strain MASY lathosterol oxidase gene partial cds.
TClI Trypanosoma cruzi strain IVV lathosterol oxidase gene partial cds.
TClI Trypanosoma cruzi strain TUL8 lathosterol oxidase gene partial cds.
g5 [ TCll Trypanosoma cruzi strain Y lathosterol oxidase gene
r | — TCIV Trypanosoma cruzi strain Canlll lathosterol oxidase gene partial cds.
‘ETCIV Trypanosoma cruzi strain 92122102R lathosterol oxidase gene partial cds.
100" TCV Trypanosoma cruzi strain Dog lathosterol oxidase gene partial cds.

_|TCBAT Trypanosoma cruzi strain TCC1994 lathosterol oxidase gene partial cds.
o' TCBaT Trypanosoma cruzi strain TCC1122 lathosterol oxidase gene partial cds.

 Trypanosoma brucei gambiense DAL972 lathosterol oxidase putative partial mRNA.

100" Trypanosoma brucei brucei strain 927/4 GUTat10.1 lathosterol oxidase putative (Th927.8.3240) partial MRNA.

o
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Figura 13: Arbol filogenético de las secuencias del gen TcSC5D de Trypanosoma cruzi en

marsupiales. creado mediante mediante Maximum Likelihood con un boostraping de 500.



Se generd un segundo arbol filogenético en donde solo se incluyeron las secuencias
obtenidas de los marsupiales, se observé una variacion genética del Trypanosoma
entre los diferentes aislados en las especies marsupiales, mostrando 2 clados en
donde los individuos DMO4F y POO2F se agrupan en clados separados al resto de
los individuos, y un tercer clado en donde se agrupan el resto de los individuos se
observa que el individuo DMO5 se agrupa alejado del resto de los individuos (Figura
14). Pudiendo observar que esta diversidad no se encuentra asociada a las

diferentes especies de marsupiales muestreadas.
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Figura 14: secuencias de Marsupiales, arbol filogenético creado mediante mediante Maximum Likelihood con

un boostraping de 500.
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Identificacién de la prevalencia puntual y los linajes de Trypanosoma cruzi en

marsupiales de la reserva el Zapotal en Chiapas.

Viridiana Camacho-Sierral, Juan Carlos Vazquez Chagoyan!, Angel David Alvarado Diaz?,
Claudia Giovanna Pefiuelas Rivas!, Mirna Aguilar Faz! Esvieta Tenorio-Borroto!, José

Antonio Zepeda Escobar®, José Esteban Aparicio Burgos?®, José Guillermo Estrada Franco®”.

1. Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados de Salud Animal, Universidad Autbnoma

del Estados de México. Toluca, Estado de México, México.

2. Laboratorio de Patologia Clinica del Zool6gico Miguel Alvarez del Toro, Tuxtla Gutiérrez,

Chiapas

Introduccion. La determinacion de la prevalencia de Trypanosoma cruzi en marsupiales de
una region determinada, permite tener una aproximacion del riesgo que corren otras especies
de mamiferos de ser infectadas por este parasito en dicha region. Por otro lado, dado que el
genotipo de los parésitos ha sido asociado a la presentacion de variaciones en la virulencia 'y
patogenicidad del parésito, la identificacion de los linajes de T. cruzi en los marsupiales de
la regidn en estudio, contribuye a conocer los riesgos de salud que corren las especies
susceptibles de ser infectadas con las cepas parasitarias circulantes.

Objetivo. Determinar la prevalencia puntual de T. cruzi en las especies de marsupiales
presentes en la reserva ecoldgica El Zapotal e identificar los linajes del parasito circulantes
en estos animales.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio estratificado dentro de la reserva ecoldgica “El
Zapotal”, ubicada en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Se muestrearon 60 marsupiales
en un periodo comprendido de junio a septiembre del 2014. Para determinar la prevalencia
se utilizé el gen miniexdn para ampolificar una secuencia de 197 pb (ref). La identificacion
de los linajes se realiz6 amplificndo un fragmento de 832pb del gen TcSC5D y se secuencid.
El analisis de las secuencias se realizé con el Software Mega 6.06 mediante célculos de
distancia por el método Maximum Likelihood, con el algoritmo de Tamura de tres parametros
y maxima verosimilitud, con un bootstraping de 500 repeticiones. Para calcular la

correlacion entre dos matrices de proximidad, se generé una matriz de identidad/similitud



utilizando el software MatGAT (Matrix Global Alignment Tool) v2.01 y se realiz6 un
analisis de Mantel.

Resultados. La prevalencia puntual de infeccion por T. cruzi para el conjunto de los
marsupiales presentes en El Zapotal, Tuxtla Gutiérrez en Chiapas, fue de 40%. La
prevalencia fue mayor para Philander oposum (57.10%), sequido de Didelphis marsupialis
(39.5%) y Didelphis virginiana (30%). Se determin6 la presencia del Linaje TCI del

Trypanosoma cruzi en 16 de los 60 marsupiales muestreados.

Conclusion. Existe circulacion de T. cruzi del linaje 1 en tres especies de marsupiales

habitantes de la reserva ecologica El Zapotal, con una prevalencia promedio del 40%.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, linajes, marsupiales, prevalencia,

Identification of the prevalence point and lineages of Trypanosoma cruzi in marsupial

species booking the Zapotal animal reserve in Chiapas, Mexico.

Introduction. The identification of the Trypanosoma cruzi lineages can determine the degree
of knowledge for reservoirs that transmit Chagas disease in Mexican population, as well as

attitudes and practices that contribute to transmission.

Obijective. ldentify the lineages of Trypanosoma cruzi in opossums as transmitter reservoir
of Chagas disease in Mexico.

Materials and methods. A study stratified within the ecological reserve "El Zapotal™ located
in Tuxtla Gutierrez city, Chiapas was made. 60 marsupials were sampled in period from
June to September 2014. TcSC5D amplified gene fragment was performed with a size of
832pb and sequenced to determine the lineages of Trypanosoma cruzi. The analysis was
performed in Mega Software version 6.06 by distance calculations using the Maximum
Likelihood method, with three Tamura algorithm parameters and maximum likelihood, with
500 bootstrapping repeated. In order to calculate the correlation between two proximity
matrices, a matrix of identity/similarity was generated using the MatGAT (Matrix Global

Alignment Tool) software v2.01 and Mantel analysis was performed.



Results. The prevalence point for the disease was 40% for Trypanosoma cruzi in all
marsupial species in Zapotal reserve of Tuxtla Gutierrez in Chiapas. The distribution of the
prevalence of this parasite in 3 different species of marsupials are included. This was higher
for Philander opossum with 57.10% and lower for Virginia Opossum with 30%. Lineage
dominance demonstrated TCL Trypanosoma cruzi | identified 16 of 60 sampled marsupials
using the TcSC5D gene with 800 bp.

Conclusion. T. cruzi circulation exists of the 1st lineage in three habitant marsupial species

in the Zapotal ecological reserve with an average prevalence of 40%

The limited knowledge of Trypanosoma cruzi lineages in Mexico, its vector as marsupials
and their interaction within the population of Tuxtla Gutierrez, ,prevention and control
protocols should be accomplished in order to reduce the incidence of Chagas disease

Key words: Trypanosoma cruzi, marsupials, TcSC5D gene

Introduction

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, es una zoonosis producida por el
parésito protozoario flagelado denominado Trypanosoma cruzi, su principal vector es un
insecto hemato6fago de la subfamilia Triatominae, principalmente los géneros Rhodnius (R.
prolixus), Triatoma (T. infestans), y Panstrongylus (P. megistus). Se han reconocido
alrededor de 40 especies capaces de transmitir la enfermedad, y que son importantes desde
el punto de vista epidemioldgico segun la OMS (organizacién mundial de salud) en el reporte
del 2015. Dentro del ciclo biolégico del Trypanosoma cruzi, ademas del vector, intervienen
diferentes hospederos dentro de los cuales se han reportado aproximadamente 200 especies
0 subespecies de mamiferos domésticos y de fauna silvestre y que desempefian el papel de
reservorios de la enfermedad. Muchas de estas especies, especialmente los roedores y los
marsupiales (Marsupialia, Didelphidae), al ser animales sinantropicos pueden involucrarse
en el ciclo de transmisién de la enfermedad en los humanos, lo que hace a estas especies
especialmente importantes en estudios epidemioldgicos para el control de la enfermedad (3).
Ademas de la transmision vectorial, existen otras formas de transmision como la
transfusional, transplacentaria, trasplantes de drganos, accidentes de laboratorio, via oral y

jeringas infectadas (accidental) (1).



Chagas es una enfermedad crénica que puede ser mortal, y conduce a menudo a lesiones muy
debilitantes del corazén y tracto intestinal. Estd intimamente relacionada al desarrollo
socioecondémico de la poblacién, colocandola como una de las enfermedades parasitarias
principales del continente americano, representando uno de los problemas de salud publica
mas importantes de América Latina. Afecta cerca de 6 y 7 millones de personas y 28
millones en riesgo de infeccion, generando anualmente 12 mil muertes. Se ubica como la
tercera enfermedad infecciosa de mayor importancia y se considera como una enfermedad
endémica en 21 paises de América Latina incluido México, desde el sur de EEUU (42°N)
hasta el norte de la Patagonia (43°S), sin embargo, en algunos paises como Espafia, Italia,
Portugal, etc, en donde la enfermedad no es endémica, la enfermedad de Chagas se considera
una infeccién emergente debido al creciente niUmero de inmigrantes procedentes de América
Latina (2).

El T. cruzi tiene una elevada diversidad genética y ha sido clasificado en 6 unidades discretas
de tipificacion (DTU’s) Tcl-TcVI (7, 8). Estudios comparativos han permitido evaluar la
asociacion entre la diversidad genética y las propiedades biolégicas del parésito, incluyendo
el comportamiento en cultivos de células de mamiferos y axenicos, la transmisibilidad a
través del insecto vector, la presentacion clinica de la enfermedad, la patogenicidad, la
virulencia y la sensibilidad a los farmacos in vitro (9-11).

Se ha referido la presencia de diferentes DTU’s en los diferentes vectores y hospederos,
siendo el linaje TCI el linaje predominante en los marsupiales, sin embargo se ha reportado
la presencia de linajes TCIl. En México se tienen antecedentes de predominancia del linaje
TCI (12-15) aungue recientemente se ha encontrado la presencia de TCII, TCIII, TCIV, TCV
en triatominos (16). En el caso de marsupiales, aun no existen estudios publicados a este
recpecto.

Aunque muchos estudios han identificado la presencia de otros linajes en las especies
marsupiales (TCII-TCIV), existen varias hipotesis sobre la distribucion de los grupos en las
que se muestra que los reservorios que pertenecen a los ecotopos arboreos pueden ser
infectados por linajes TCI, TCII, TCHI y TCIV de T. cruzi mientras que en los ecotopos
terrestres los marsupiales son infectados con linajes TCIl y TCVI. (Ghul, 2013 REF,
Ramirez et al., 2011). Hasta hace poco tiempo, el Unico linaje reportado en México era el



TCI, pero recientemente se han encontrado linajes del TCIlI al TCVI, todos ellos en
triatominos, no asi en infecciones de animales en los que solo se ha reportado el TCI.

La reserva ecologica El Zapotal, Tuxtla Gutierrez Chiapas, México, ofrece un ecosistema
muy interesante porque en él, cohabitan tres especies de marsupiales, una arboricola
(Didelphis marsupialis, una terrestre (Didelphis virginiana) y una que abarca ambos
ecotopos (Philander opossum). Por lo que resultaria interesante investigar si todas ellas
pudieran estar infectadas unicamente por T. cruzi del linaje TCI o si existen animales
infectados con otros linajes y si estos pudieran estar asociados a las especies en cuestion.
Algunas de estas especies conviven en sinatropia, siendo su presencia abundante en la region,
juegan un papel importante en el ciclo peridosmético de la infeccion, por lo que la
determinacion de la prevalencia parasitaria y la identificacion de las DTU’s circulantes de
Trypanosoma cruzi en marsupiales de esta region es el propdésito principal de este trabajo.

Material y Métodos
Area de estudio

El muestreo se llevo a cabo en un periodo comprendido de junio a septiembre del 2014. El
area seleccionada para el muestreo fue la reserva ecoldgica “El Zapotal”, ubicada en la
ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Las coordenadas de los sitios de captura de los
marsupiales se determinaron utilizando un GPS de mano (figura 1). La reserva se encuentra
ubicada dentro de los limites de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Cuenta con 113 Ha
de distribucion. Se localiza en la depresion central entre los 16° 45' de latitud norte y 93° 07
de latitud oeste. Colinda al oeste con Cerro Hueco y el resto esta rodeado por vegetacion
secundaria y terrenos privados, en el municipio de Tuxtla Gutiérrez. El clima es célido
subhimedo, con lluvias en verano, sin una estacion invernal bien marcada y con una larga
temporada de secas de 4 a 5 meses del afo; la altitud es de 630 msnm, con una precipitacion

media anual cercana a los 1000 mm, y temperatura de 24° C.
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Figura 1. Mapa de ubicacion de los sitios de colecta por GPS
Disefio del muestreo

Las zonas de muestreo se seleccionaros a través de un marcaje de cuadrantes de acuerdo al
mapa de la reserva establecido con un Sistema de Posicionamiento Global (GPS) de la

reserva (Figura2).

Figura 2. Distribucion de los cuadrantes en el area de muestreo



Se determind un total de 272 cuadrantes de 4289 m: cada uno. Se realiz6 un muestreo
estratificado, seleccionando un total de 28 cuadrantes, utilizando una tabla de nimeros
aleatorios, abarcando el 10% de la superficie total de la reserva. Dentro de los cuadrantes, se

realizd transectos lineales, respetando una distancia de 60 mts entre cada punto de colecta.
Tamafio de muestra.

El muestreo para la obtencion del ADN del Trypanosoma cruzi en 60 marsupiales se realiz6

a conveniencia. Los criterios de exclusion para el muestreo fueron:

e Animales menores a 200 gr de peso
e Cuadrantes que se encontraran en los bordes del area de muestreo

Los marsupiales fueron capturados en trampas tipo Tomahamk para pequefios y medianos
mamiferos colocadas en la tarde y revisadas en la mafiana. Afiadiendo como cebo una mezcla
de sardina/atin. Los ejemplares capturados fueron identificados y clasificados
taxondémicamente mediante estudios antropomeétricos e identificacion del pelo. La variables
registras fueron peso, tamafio y sexo. A las hembras capturadas, se les determino su condicion

reproductiva mediante la busqueda de embriones dentro de la bolsa marsupial.

Para el marcaje de los animales capturados de primera vez, se utilizé un patron de muescas
en la oreja derecha (Figura 3 a). Se realizé un manejo aséptico de la zona a identificar,
utilizando iodo 50%, alcohol 70% como protocolo de asepsia y se utilizaron tijeras de

diseccion para realizar el corte, aplicando un cicatrizante en aerosol para proteger la zona.

Para la identificacién de los ejemplares recapturados, se utiliz6 un patron de doble muescas

en oreja derecha (Figura 3 b).

a |s

Figura.3. Patron de identificacidén de animales capturas por muesqueo



Andlisis de la Densidad Poblacional

Se calculé la densidad media poblacional de las especies presentes en la reserva en base a la
férmula de Krebs et al 2009.

#individuos colectados/ # de cuadrantes muestreados = # individuos por cuadrante

# Individuos colectados = a los individuos capturados en los diferentes
cuadrantes seleccionados.

# De cuadrantes muestreados = los cuadrantes seleccionados dentro del area de muestreo

por aleatoriedad.

Para calcular el porcentaje de prevalencia puntual del muestro, se aplico la formula:
Prevalencia Puntual = Ct / Nt

Ct = nimero de casos existentes (prevalentes) en un momento o edad determinado.
Nt = nimero total de individuos en un momento determinado.

Toma de muestras

Las muestras consistieron en 1000 ul de sangre completa con EDTA (Acido
Etildiaminotetracético) obtenidas mediante venopuncion en vena caudal, utilizando un

protocolo de limpieza de la zona con alcohol al 70%. Estas se conservaron a -20°C.

Extraccion de DNA
Se realizd con kit comercial illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit ®, siguiendo las
especificaciones del fabricante y se visualiz6 en un gel de agarosa al .2% tefiido con bromuro

de etidio.

Amplificacion del fragmento del gen mini exdn
Se tomaron 2 pl de DNA total y los primers reportados por Souto en el 1996, TCI (
5GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC 37) (ref)



Y TCIR (5"CCCCCCTCCCAGGCCACACTG 3) se realiz6 un mix en un vial de 200 pl y
se coloco 12.5 pl GoTag® gPCR Master Mix, 31.5 pl agua libre de nucleasas, 2l de primers,
obteniendo un volumen final de 50ul de reaccion.Para la PCR se ocuparon las siguientes
condiciones de amplificacion, desnaturalizacion 94°C, extension 72°C, y una alineacion :
61.3°C, con 30 ciclos.

Amplificacion del fragmento del gen TcSC5D

Se tomaron 5 pl del DNA y los iniciadores TcSC5DF (5"-GGACGTGGCGTTTGATTTAT-
3), TcSCEDR (5"TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3") con un tamario de 832pb reportados
por Cosentino y col. en el afio 2012.

Se colocaron 200 pl de los siguientes componentes: 25 ul de GoTag Green Master Mix
(Promega), 1 ul de cada uno de los iniciadores correspondientes y 18 pl de agua libre de
nucleasas, con un volumen final de reaccién de 50 pl.

Las desnaturalizacion fue a 94° por 4.5 min, un ciclado térmico de 35 ciclos a 94°C durante
30 seg, seguido por 30 seg a 53.3°C, seguido por 72°C por 30 seg; terminando con una
incubacion de 5 min a 72°C. Se empleo gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
Purificacion del producto de PCR y secuenciacion

Se realiz6 una purificacion directa del amplicon, con un kit comercial Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (promega). Siguiendo las especificaciones del fabricante. Esto con el
fin de eliminar cualquier componente que pudiera interferir con la secuenciacion. Se enviaron
para su secuencion (sentido y contrasentido)en la empresa GenScript 2 pl de cada uno de los

purificados.
Andlisis de datos

Se emplea el software Nucleotide BLAST, para la verificacién de las secuencias de
Trypanosoma cruzi. Ademas de una comparacién mdltiple de las secuencias MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation). Para el analisis, alineacion y
construccidn de arboles filogenéticos de las secuencias, se empleo el Software Mega 6.06
aplicando el método Maximum Likelihood, con el algoritmo de Tamura de tres parametros
y maxima verosimilitud, con un bootstraping de 500 repeticiones. Se generd una matriz de
datos para ser usada en el software Network para crear las redes filogenéticas y calcular la

correlacion entre dos matrices de proximidad, se gener6 una matriz de identidad/similitud



utilizando el software MatGAT (Matrix Global Alignment Tool) v2.01 (Campanella et al.,
2003). Con las secuencias obtenidas, y una matriz de distancias geogréaficas con los puntos
georreferenciados de captura (figura 4). Se uso el software XLSTAT para determinar los

patrones de aislamiento por distancia aplicando una prueba de Mantel.

Figura 4: Matriz de distancias geograficas con los puntos georreferenciados de captura

Resultados

Durante el periodo de junio a septiembre del 2014, se colocaron un total de 1440 jaulas,
obteniendo un total de 60 capturas de marsupiales, de los cuales 43 correspondian a la especie
Didelphis marsupialis, 10 a la especie Didelphis virginiana y 7 a la especie Philander
opossum. Se calculd la densidad media 0.25 individuos /cuadrante para Philander opossum,
1.6 individuos/cuadrante para Didelphis marsupialis y 0.42 individuos/cuadrante. Didelphis

virginiana

Por otra parte como resultado significativo se determind la prevalencia puntual para la

enfermedad que fue de 40% de Trypanosoma cruzi para las tres especies marsupiales



presentes en la reserva en su conjunto. En la figura 5 se muestra la distribucion de la
prevalencia del este parasito en las 3 especies de marsupiales. Esta fue mayor para Philander
oposum con un 57.10% y menor para Didelphis virginiana con un 30%
60.00%
50.00%
40.00%
39.50%
30.00%

20.00%

10.00%

0.00%
infeccion con T.cruzi

B P.opossum M D.virginiana D.marsupialis

Figura 5 Prevalencia de Trypanosoma cruzi en varias especies de marsupiales de la reserva

el Zapotal. Chiapas

En la figura 6 se muestra la amplificacién de Trypanosoma cruzi empleando el mini exén en
tres especies de marsupiales DM: Didelphis marsupialis, PO: Philander oposum, DV:

Didelphis Virginiana el cual fue empleado para el calculo de la prevalencia.

S00
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Figura 6. Andlisis de productos de amplificacion de 197 pb de gen mini exdn en gel
de agarosa al 2%: los carriles en el gel corresponden a: marcador de peso molecular
700 pb (carril 1) , muestras Didelphis virginiana (carril 2-6), muestras P.opossum
(carril 7-10),control ,muestras Didelphis marsipialis (carril 11-19),control positivo
DNA de Trypanosoma cruzi (carril 20), control negativo (carril 21), marcador de
peso molecular 700pb (carril 22).

1% agarose



La figura 7 muestra amplificaciones del tamafio esperado (832pb), del fragmento del gen
TcSC5D de las cuales, 7 correspondian a la especie Didelphis marsupialis, 7 a la especie
Didelphis virginiana y 2 a la especie Philander opossum y se visualizaron en un gel de

agarosa al 2% tefiida con bromuro de etidio.
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Figura 7: Analisis de productos de amplificacién de 832pb de gen TcSC5D
en gel de agarosa al 1.6% : los carriles en el gel corresponden a :
marcador de peso molecular 1 Kb (carril 1) , DNA de Trypanosoma cruzi
de  Didelphis marsipialis (carril 2-6), control positivo DNA de
Trypanosoma cruzi (carril 8), control negativo (carril 9), marcador de
peso molecular 1Kb (carril 10).

De los fragmentos se obtuvo una secuencia de 800 pb para todas las 16 amplificaciones
obtenidas. El arbol filogenético (figura 8) obtenido mediante Maximum Likelihood muestra
un agrupamiento de las secuencias dentro del clado correspondiente a las secuencias del
linaje TCI de Trypanosoma cruzi previamente reportadas por Cosentino en 2012, el cual
forma un clado claramente separado al correspondiente a las cepas reportadas para los otros
linajes (TCII-TCVI Y TcBat).

Los individuos identificados como DM01, DM02, DM03, DM06, DM09, DV01, DV02,
DV03, DV04, DV05, DV06, DV07 Y POO01 se genoagruparon dentro del mismo clado,
mientras que el individuo DMO5 que aunque se agrupo dentro del mismo clado, se mostro
alejado solo un poco del resto. Los individuos DM04 y PO02 se genoagruparon en un clado

apartado al resto de los individuos.



TCVI Trypanosoma cruzi strain P63 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCVI Trypanosoma cruzi clone TcLatOx 29-780 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCVI Trypanosoma cruzi strain Tula lathosterol oxidase gene partial cds.

TCVI Trypanosoma cruzi strain Tul2 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCV Trypanosoma cruzi strain MN lathosterol oxidase gene partial cds.

TCV Trypanosoma cruzi strain LL014 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCV Trypanosoma cruzi strain Sc43 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCV Trypanosoma cruzi strain Teh53 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCIll Trypanosoma cruzi strain M6241 lathosterol oxidase gene partial cds.

TClI Trypanosoma cruzi strain M5631 lathosterol oxidase gene partial cds.

TCI Trypanosoma cruzi strain XL09 lathosterol oxidase gene partial cds.

% || TCl Trypanosoma cruzi strain MAS! lathosterol oxidase gene partial cds.

TCI Trypanosoma cruzi strain IVV lathosterol oxidase gene partial cds.

TCIl Trypanosoma cruzi strain TUL8 lathosterol oxidase gene partial cds.

g5 | | TCIl Trypanosoma cruz strain Y lathosterol oxidase gene

r | — TCV Trypanosoma cruzi strain Canlll athosterol oxidase gene partial cds.
‘ETCIV Trypanosoma cruzi strain 92122102R lathosterol oxidase gene partial cds.

100" TCIV Trypanosoma cruzi strain Dog lathosterol oxidase gene partial cds.

_ITCBAT Trypanosoma cruzi strain TCC1994 lathosterol oxidase gene partial cds.

p' TCBaT Trypanosoma cruzi strain TCC1122 lathosterol oxidase gene partial cds.

 Trypanosoma brucei gambiense DAL972 lathosterol oxidase putative partial mRNA.
100" Trypanosoma bruce brucei strain 927/4 GUTat10.1 lathosterol oxidase putative (Th927.8.3240) partial mRNA,
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Figura 8: Arbol filogenético de las secuencias del gen TcSC5D de Trypanosoma cruzi en marsupiales, creado

mediante mediante Maximum Likelihood con un boostraping de 500.



En la figura 9 se muestra un segundo arbol filogenético en donde solo se incluyeron las
secuencias obtenidas de los marsupiales, mostrando 2 clados en donde los individuos DMO4F
y POO2F se agrupan en clados separados al resto de los individuos, y un tercer clado en
donde se agrupan el resto de los individuos. Hay que destacar que el individuo DMO5 se

agrupa alejado del resto de los individuos
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T POO1F-60b
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Figura 9: Secuencias de Marsupiales &rbol filogenético creado mediante Maximum Likelihood con un
boostraping de 500.



Discusion

Uno de los principales hallazgos del estudio fue en cuanto a los indicadores de prevalencia
puntual para el reservorio marsupiales en México. Se determind una prevalencia del 40% para
el total de las especies de marsupiales presentes en la reserva. Ademas se determiné la
prevalencia del este parasito en las tres especies de marsupiales. Esta fue mayor para
Philander oposum con un 57.10% y menor para Didelphis virginiana con un 30%. Esto
coincide con los estudios realizados en Yucatan donde se reporta una prevalencia de 53.9%
para Didelphis virginiana. En reportes realizados sobre la prevalencia de Trypanosoma cruzi
en sueros de humanos se reporta un total de 5.88% en 288,684 casos, particularmente en
Chiapas se report6 una prevalencia del 12.75% una de las mas altas del pais, aunque en relacion
con la reportada en nuestro trabajo para marsupiales es mucho menor (4). México es un pais
con una enorme variedad climética y gran biodiversidad, proporcionando una oportunidad para

el desarrollo de agentes etioldgicos de todo tipo, T.cruzi y no es una excepcion.

Segun los informes de los 15 estados en México, hay dos grandes reservorios de la fauna
salvaje (principalmente sinantrdpicas), tres especies de zarigueyas (Didelphis virginiana, D.
marsupialis, y Philander opossum); y uno interno, el perro (Canis familiaris). Recientemente
se realizaron reportes de la prevalencia de Didelphis virginiana en Yucatan (17-19).

Las condiciones socioecondmicas en muchas partes del pais son susceptibles de transmision
natural. Varios autores han publicado estudios que han sugerido aspectos sociolégicos y
antropoldgicos que no se tienen en cuenta en la prevencion de la infeccion por T. cruzi y la
enfermedad de Chagas. (20, 21). Esto es valido para México si tenemos en cuenta que nuestro

estudio se realiz6 en Chiapas uno de los estados méas pobres del pais.

Se realiz6 un estudio de los linajes de T. cruzi en los marsupiales donde el TCI fue el Gnico
linaje encontrado. Este es el linaje con mayor distribucion, encontrandose desde el sur de
EEUU hasta el centro de Argentina, Chile y México.(3).

Con base en estudios filogenéticos se cred un modelo evolutivo de los diferentes linajes
donde se sugiere que Tcly Tcll son linajes ancestrales y los demas producto de hibridaciones

entre estos linajes (7). En relacion a los linajes ancestrales se postula que el linaje Tcl era



autéctono de Sudamérica (en coevolucion con hospederos marsupiales), mientras que Tcll

era autéctono de Norteamérica (en coevolucion con hospederos placentados) (22).

Los reservorios del protozoario Trypanosoma cruzi, han existido en la naturaleza durante
millones de afios. Es conocido que este parasito infecta a los humanos provocando la llamada
enfermedad de Chagas, que es un importante problema de salud puablica en América Latina.
T. cruzi es genéticamente muy diverso y la comprension de la estructura de la poblacion de
este parasito es critica debido a los enlaces a los ciclos de transmision y enfermedad. En la
actualidad se ha establecido su clasificacion a partir de su diversidad, EI T. cruzi se divide en
seis unidades discretas de tipificacion (DTU), TCI-TCI. (8)

Se confirm6 que los linajes de Trypanosoma cruzi Tcl, Tcll, TcV y TcVI circulan
ampliamente en triatominos silvestres de la zona endémica de Chile, con un claro predominio
general de Tcl tanto por localidad como por especie. Por primera vez, este estudio detecto
una mayor diversidad de linajes y mayor presencia de infecciones mixtas en la especie T.
infestans respecto a M. spinolai. Ademas, se detectd una asociacion particular entre el linaje
TcV y T. infestans de la localidad de Calera de Tango, lo cual podria estar relacionado a la
cercania de esa especie a ambientes domésticos, donde TcV es mas frecuente, 0 a alguna
asociacion de T. infestans con el reservorio O. degus el cual tiene una alta proporcion de TcV

en esa localidad

En 2009, Llewelyn reporta 135 muestras identificadas con linaje TCI de varias regiones
geogréficas endémica para la enfermedad de Chagas en América Latina, demostrando una
diversidad del linaje TCI [23]. En Ecuador se han llevado a cabo estudios para tratar de
entender la estructura genética del TCI , encontrando dos genotipos asociados al ciclo
domestico / peridoméstico y el ciclo selvatico de transmision (24). En Brasil, se ha descrito
un un nuevo genotipo TCI denominado como TcBat debido a su relacion con los murciélagos
del género Myotis y Noctilio (25). Este genotipo estd muy relacionado con la TCI y realizando
un un analisis concatenado se encontr6 relacion con los DTU Tclll y TCIV . Esto sugiere
una alta diversidad genética representada por TCIl y podria mostrar pistas sobre

la historia evolutiva de T. cruzi | y su relacion con el hospedero.



Conclusiones

Dado el limitado conocimiento sobre los linajes del Trypanosoma cruzi en México, su vector
los marsupiales y su interaccion con la poblacion de Tuxtla Gutiérrez, es necesario iniciar
préacticas de prevencion y control en las comunidades, y disminuir asi la incidencia de la
enfermedad Chagas. Mostrando que en las especies de los diferentes marsupiales predomina

el linaje TCI.
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CONCLUSIONES
En la reserva ecoldgica “el Zapotal” se identifico la predominancia de linaje TCI en

las especies de marsupiales capturadas, concordando con lo ya reportado por
diferentes autores en donde se determina la predominancia de linaje TCI para estas
especies, sin embargo, encontramos una alta variacion genética entre los diferentes
aislados del parasito, sin que estas estuvieran relacionadas a las diferentes

especies de marsupiales.

Para el estudio de prevalencia se encontré 40% de infeccion con Trypanosoma cruzi
en marsupiales en la reserva ecoldgica, y porcentajes mayores al 50% en la especie
Philander opossum (57.1%) , un 39.5% para la especie Didelphis marsupialis y un

30% para la especie Didelphis virginiana.



DISCUSION
México es considerado como un pais endémico para la enfermedad de Chagas

(OMS 2015), con prevalencias mayores al 18% (Carabarin et at.,2012),siendo el
estado de Chiapas, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Yucatén los estados mas afectados
(Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006; Dumonteil, 1999).Considerandose asi como
un problema de salud publica. En este estudio se evalué el porcentaje de
prevalencia puntual en 3 de las especies de marsupiales mas ampliamente
distribuidos en el territorio mexicano Didelphis (Didelphis Virginiana,Philander
opossum)(Ceballos 2009), en donde encontramos un 40% de prevalecia total, y
valores por encima del 50% en la especie Philander opossum, en comparacion con
las otras dos especies, presentaron valores similares entre si, con un 39.5% para
para D.marsupialis, y un 30% para D.virginiana. Estudios anteriores reportan
prevalencias similares a las encontradas en nuestro estudio, En Estados Unidos
Yabsley y colaboradores en el 2010 reportan valores mayores al 50% en
D.virginiana en el estado de Florida,y valores de entre 28% y 17% en otros estados.
En Bolivia, Torroto en 2013, encontr6 prevalencias de 50% (3/6) en D. marsupialis.

En México, en 1947 se hace el primer reporte de infeccibn en marsupiales y hasta
1990 y 1997 se hace el reporte de la presencia del parasito dentro de la reserva
ecolégica el zapotal, (Solis-Franco,1990, 1997). Pocos son los reportes de
prevalencia de Trypanosoma cruzi en marsupiales en nuestro pais, sin embargo
Ruiz Pifla y Cruz Reyes, en el 2002 reportan un 53.9% de prevalencia en
D.marsupialis en el estado de Yucatan. Con los datos generados en este trabajo se
aporta informacion sobre la prevalencia de Trypanosoma cruzi en nuestro pais en

estas especies de importancia en el ciclo de transmision de la enfermedad.

Otra aportacion de nuestro es generar datos recientes sobre la presencia de
Trypanosoma cruzi en 3 especies de marsupiales presentes en la reserva ecologica
“el Zapotal”. En el 1997 se hace el reporte de la presencia del parasito en la reserva
en vectores y reservorios, realizando capturas de D.marsupialis y D.virginiana, pero

este solo se logré evidenciar en D. virginiana (2/12, 16.6%) (Solis-Franco,1997),



este estudio ayudara a poder realizar estudios posteriores dentro y en los entornos
de la reserva, pues al estar ubicada dentro de una zona rural, juega un papel

importante desde el punto de vista epidemioldgico.

Otro de los objetivos de esta investigacion fue la identificacion de las DTU’s de
Trypanosoma en los marsupiales, siendo estos los primeros reservorios ancestrales
del parasito, sugiere que la evolucion y propagacion de este en estas especies,dio
como resultado el origen a las DTU’s ancestrales (Tcl-Tcll),proponiendo a las
especies Didelphis como reservorio naturales del linaje Tcl (Miles y col. 1981; Gaunt
y Miles,2000; Yeo y col., 2005; Marcili y col., 2009b, ). Aungue muchos estudios han
identificado la presencia de otros linajes en las especies marsupiales (Tcll, TclV).
Existen varias hipotesis acerca de la distribucion de los diferentes grupos genéticos
de T. cruzi, en las que se sugiere que los reservorios que pertenecen a los ecotépos
arboreos son infectados preferencialmente con Tcl, como lo encontrado en nuestro
estudio en donde se observo la predominancia de Tcl , mientras que los terrestres
son infectados por Tcll-TcVI (Guhl, 2013), sin embargo, otros autores han reportado
gue reservorios de ecotopos arbéreos como Monodelphis brevicaudata, Philander
frenata y Didelphis aurita presentaban infecciones con linajes Tclll, TclV y Tcll

(Llewellyn et.el.,2009). Las asociaciones no parecen ser absolutas.

En el arbol filogenético que se generé con las secuencias obtenidas de
Trypanosoma cruzi, en donde solo se incluyeron las secuencias obtenidas de los
marsupiales, se observé una variacién genética del linaje TCI entre los diferentes
aislados ,no asociada a las especies de marsupiales, correlacionado con los
resultados publicados sobre la diversidad de linajes presentes en otras especies
,indican que los agrupamientos posiblemente estan mas ligados a la distribucion

geografica que a una asociacion a los diferentes reservorios. (Guhl, 2013).

En relacion a la diversidad de TCI encontradas en nuestras secuencias , podemos
inferir que esta diversidad se encuentra relacionada a la diversidad genética que
presente ese linaje en particular, como lo han propuesto, por ejemplo, en Colombia
se ha encontrado la diversidad dentro del linaje TCI, proponiendo una la existencia

de cuatro genotipos de este linaje ,clasificandolos en TCla,TClb,TClcy TCId (Falla,



et.al ., 2009) , en ese mismo pais se encontré la presencias de linaje TCId en D.
marsupialis TCld. Mostrando la asociacion al ciclo selvatico de transmision, con
estos reportes, creemos conveniente que se realicen muchos mas estudios para la
identificacion de esta diversidad en los reservorios y vectores del Trypanosoma en

nuestro pais.

En los dltimos afios se ha establecido la necesidad de conocer el rol que
desempeiian en la naturaleza los reservorios y vectores del Trypanosoma cruzi
puesto que han existido desde hace millones de afios (Zingales y col.,2009, 2012).
La importancia del analisis filogenético de los diferentes aislados de Trypanosoma
cruzi, de los diferentes vectores y hospederos de la enfermedad, radica en la
aportacion de nuevos datos para el estudio de epidemiologia molecular, los cuales
pueden ser empleados para la identificacion de diferentes presentaciones clinicas
de la enfermedad, patogenicidad de las cepas y sensibilidad a los diferentes
tratamientos (Laurent y col.,, 1997; de Lana y col., 1998).Es por esto que es
necesario seguir realizando estudios filogenéticos del Trypanosoma cruzi en las
diferentes zonas endémicas de la enfermedad de nuestro pais, con el fin de seguir
aportando conocimientos que colaboren a entender mejor la eco-epidemiologia de

la enfermedad.
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