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l. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una enfermedad compleja
gue esta presente en todo Sudamérica, Centro América y México (Gulh, 2009) y de
acuerdo al Centro Nacional de Programas Preventivos de Control de Enfermedades
(CENAPRECE, 2015), en las ultimas décadas se han observado casos importados en
Estados Unidos, Canada y paises europeos. La enfermedad fue descrita por Carlos
Chagas en 1909 en Brasil (Salazar-Schettino et al., 2016) y esta puede llegar a ser
mortal y a menudo conduce a lesiones graves en el tejido cardiaco y el tracto digestivo
(Camacho-Sierra, 2016). La transmision de la enfermedad ocurre principalmente por
las heces de insectos hematéfagos infectados (90 % de los casos) (Martinez et al.,
2013), aungue se han registrado también otras formas de infeccidn: transfusional,
transplacentaria, por trasplantes de 6rganos, accidentes de laboratorio, via oral o por

jeringas infectadas (Apt et al., 2008).

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que esta
enfermedad afecta de 7 a 8 millones de individuos y en América Latina se considera
en riesgo de infeccion a un minimo de 110 millones en 21 paises en los que la
enfermedad es endémica, incluyendo a México, (Salazar-Schettino et al., 2016; Vidal-

Acosta e Ibafiez-Bernal, 2000).

El agente etiolégico de la enfermedad de Chagas es el parésito protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), el cual infecta
naturalmente a mas de 180 especies de mamiferos pertenecientes a los érdenes
Didelphimorphia, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora,
Perisodactyla y Primates, incluyendo al hombre el cual ademéas de padecer de la
enfermedad actia como reservorio (Garcia-Jordan et al., 2015). Trypanosoma cruzi o
T.cruzi es transmitido por Hemipteros hematofagos de la Familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, los ciclos de enfermedades conocidos son el domeéstico,
peridoméstico y silvestre (Rassi et al., 2010). Debido a la capacidad que tienen algunas
especies de triatominos para habitar en las viviendas humanas y alcanzar grandes
densidades de poblacién dentro de ellas, el parasito es capaz de circular en ambientes

sinantropicos donde el hombre es el principal reservorio domeéstico, seguido por los
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perros, gatos y roedores (Cazorla y Nieves, 2010). Se indica que la etiologia chagéasica
se debe a condiciones socioecondmicas y sociales que favorecen su presencia, dichas
condiciones siempre asociadas con la pobreza y a viviendas marginadas (Guillén-
Ortega et al., 2005). Lo anterior, es debido a la intrusion de viviendas humanas a
ambientes selvéticos, lo cual fuerza a vectores triatbmicos infectados a ocupar
viviendas humanas para llevar a cabo la domiciliacion de la enfermedad. La magnitud
de esta domiciliacion no queda clara, pues los estudios sobre la prevalencia de la

infeccion en ciclos silvestres son muy pocos.

En el caso particular del estado de Chiapas, la enfermedad se presenta de
manera endémica con una prevalencia estimada en un 12.75 %, con alrededor de 611,
564 personas diagnosticadas con la infeccibn (Camacho-Sierra, 2016), asimismo
Velasco-Castrejon y colaboradores (1991) identifican a Chiapas como el estado con la
mas alta seroprevalencia de T. cruzi con 5 % en poblacién abierta y en regiones
selvaticas existe una prevalencia de 32.1 % (de 355 individuos). En la capital de este
estado se encuentra la reserva ecoldgica “El Zapotal”, la cual alberga alrededor de 23
especies de mamiferos (Fernandez-Moreno, 2010) que conviven en sinantropia con
viviendas humanas, por lo que juegan un papel importante en la infeccién
peridosmeéstica de la enfermedad. Histéricamente, el parasito T. cruzi generalmente
ha sido estudiado en su relacion con el humano, soslayando el ciclo selvatico. En este
sentido, la comprobacion del movimiento de T. cruzi de ambientes silvestres a
viviendas humanas y viceversa nos indica la forma en la que hay que abordar la
problematica de esta enfermedad y asi poder controlar la infeccién dentro de areas

selvaticas para evitar la reintroduccién de la infeccion a ciclos domésticos.

En el presente trabajo se identifico la presencia de infeccion por T. cruzi en mamiferos
silvestres de la reserva “El Zapotal’, mediante PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) lo que nos permiti6 ampliar secuencias de ADN del parasito con alta
especialidad y sensibilidad asegurando un diagndstico certero, al mismo tiempo se
trabajo la estandarizacion de los métodos de obtencion, almacenamiento y manejo de

muestras bioldgicas en especies silvestres, para pruebas moleculares.



II. MARCO TEORICO

2.1 Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un protozoario flagelado y unicelular del orden kinetoplastida dentro del cual
se reconocen varios géneros que incluyen tripanosomas de vida libre (Proleptomas),
parasitos exclusivos de invertebrados (Crithidia y Leptomonas), parasitos de plantas e
invertebrados (Phytomonas), y parasitos de vertebrados e invertebrados (como los

géneros Trypanosoma y Leishmania) (Bueno-Duarte, 2007).

Dentro de la familia Trypanosomatidae, el género Trypanosoma es uno de los
mas importantes por incluir algunas especies que ocasionan enfermedades en
humanos. Tal es el caso de T. cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas y T.
gambiense y T. rhodesiense, agentes causales de la enfermedad del suefio en Africa
(Pereira'y Pérez, 2003).

En funcién del comportamiento del parasito, principalmente en el vector de
transmision, el género Trypanosoma se ha dividido en dos grupos. El primero, llamado
Stercoraria, incluye los tripanosomas que se desarrollan en el tubo digestivo del vector
y las formas infectivas son liberadas con las heces (aqui ubicamos a T. cruziy T.
lewisi). EI segundo grupo, llamado Salivaria, incluye tripanosomas que se desarrollan
inicialmente en el tubo digestivo y posteriormente atraviesan el epitelio digestivo y
llegan a las glandulas salivales, donde las formas infectivas son inoculadas
mecénicamente; en este grupo se encuentran: T. brucei, T. congolense y T. rangeli
(Barret et al., 2003).



La clasificacion para T. cruzi acordada por Levine et al. (1980) es:
Reino: Protozoa (Goldfuss, 1818)
Phylum: Sarcomastigophora (Honigber y Balaniuth, 1963)
Sub-phylum: Mastigophora (Diesind, 1866)
Clase: Zoomastigophorea (Calkins, 1909)
Orden: Kinetoplastida (Honigber, 1963)
Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
Género: Trypanosoma (Gruby, 1943)
Especie: Trypanosoma cruzi

2.1.2 Morfologia de Trypanosoma cruzi

Los Kinetoplastidos son organismos flagelados con 1 o 2 flagelos que se originan de
una abertura conocida como bolsa flagelar. Normalmente contienen una estructura
prominente y paraflagelar conocida como kinetoplasto que corresponde a una
condensacion de ADN (ADNK) localizado en el interior de una Unica mitocondria que
esta ramificada por todo el cuerpo del parasito, la cual contiene maxicirculos y
minicirculos de ADN. Los primeros tienen una longitud perimetral de 30.000 — 50.000
pb (pares de bases) y los segundos de 100 a 2500 pb (Bueno-Duarte, 2007; Camacho-
Sierra, 2016).

Palau (1996) menciona que T. cruzi tiene un ciclo biolégico complejo, debido a
gue es un organismo digenético con alternancia entre un hospedero vertebrado donde
usualmente se encuentra en sangre y tejidos y en el tracto digestivo de un hospedero
invertebrado, cambiando su morfologia de acuerdo al estadio y lugar donde se

encuentra.

Es asi que dependiendo del hospedero en que se encuentre T. cruzi adopta

diferentes formas celulares: epimastigote, tripomastigote y amastigote (Figura 1).



Epimastigote: Es la forma extracelular y replicativa presente en el intestino de
los triatominos, posee una forma elongada (20 - 40 x 2 um), y el origen del
flagelo proximo y el nucleo por delante. En este estadio solamente se desarrolla
en el vector y es una de las formas proliferativas del parasito siendo esta la

forma en la que mas facilmente se puede cultivar in vitro.

Tripomastigote: Es la forma extracelular infectiva no posee capacidad
replicativa, que se encuentra en la sangre de los mamiferos, en el intestino
posterior de los vectores y en sus deyecciones.en esta etapa el parasito
presenta una forma elongada (20 - 25 pm), con el kinetoplasto situado por
detras del nucleo y el flagelo emerge por un costado del cuerpo liberdndose por
el extremo anterior, creando la imagen de una membrana ondulante. En esta
forma es cuando ya se puede encontrar en la circulacion del mamifero
(tripomastigote sanguineo) 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 tejido muscular del mamifero. (Camacho-Sierra, 2016).

A e\

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

3\

v

Figura 1. Formas celulares de Trypanosoma cruzi. Tomado de Toso et al. (2011).
2.1.3 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo biolégico se inicia cuando el vector o insecto Triatomino (chinche) obtiene

sangre de un reservorio vertebrado infectado para alimentarse, en ese momento



ingiere tripomastigotes que se transforman en epimastigotes en el intestino del insecto.
Posteriormente, se multiplican por fision binaria longitudinal y a los 10 dias se
transforman en tripomastigotes metaciclicos localizados en la porcion distal del
intestino de la chinche. Cuando el vector ingiere sangre para alimentarse, estos liberan
las formas metaciclicas infectivos en las heces. Estas formas infectivas entran al
hospedero a través de la herida causada por la picadura o por los tejidos mucosos
como la conjuntiva. Una vez dentro del hospedero vertebrado, los tripomastigotes
metaciclicos invaden las células cercanas al sitio de la inoculacion (macrofagos u otro
tipo de célula) donde se diferencian en amastigotes intracelulares, los cuales se
multiplican por fisién binaria cada 10 horas y provocan la lisis de la célula; para
entonces transformarse en tripomastigotes que se liberan al torrente sanguineo. Los
ahora tripomastigotes sanguineos infectan a las células de una gran variedad de
tejidos para transformarse nuevamente en amastigotes intracelulares en nuevos sitios
de infeccién. Como ya se menciong, los tripomastigotes sanguineos no se replican (a
diferencia de los tripanosomas africanos), la replicacién so6lo se reanuda cuando los
pardsitos entran en otra célula o son ingeridos por otro vector. El triatomino se infecta
al alimentarse de sangre humana o animal que contienen parasitos sanguineos. Los
tripomastigotes ingeridos se transforman en epimastigotes en el intestino medio del
vector estos se multiplican ahi mismo, pasan al intestino grueso y al cabo de quince o
treinta dias aparecen tripomastigotes metaciclicos infecciosos en el recto de los

triatominos para continuar con el ciclo (Figura 2) (Carrada-Bravo, 2004; Concha, 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Tomado de: De Fuentes-Vicente et al. (2018).

2.1.4 Variaciones Intraespecificas

Trypanosoma cruzi es un organismo con gran variabilidad intraespecifica en el aspecto
bioquimico, inmunolégico, genético y bioldgico (Apt et al., 2008). Actualmente se sabe
gue T. cruzi es una especie heterogénea que consiste en varias subpoblaciones del
parasito que circula entre varios vertebrados salvajes, domésticos y huéspedes

invertebrados (Devera et al., 2003).

La identificacion de variantes se hace biogquimicamente por sus caracteristicas
moleculares. Botero (1998) menciona que mediante estudios isoenzimaticos se

diferencian grupos de cepas que conforman zimodemos (poblaciones de T. cruzi con
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patrones isoenziméticos comunes). Los principales son Z1, Z2 y Z3, la mayoria de las
cepas Z2 han sido aisladas de pacientes con la enfermedad cronica, mientras que las
Z1y Z3 proceden de vectores y reservorios salvajes por lo que se puede evidenciar el
comportamiento biolégico particular para cada variante. La interpretacion genética de
los zimogramas de T. cruzi ha demostrado que existe una gran variabilidad
intraespecifica (Martinez, 1996; Apt et al., 2008).

Como T. cruzi esta compuesto de poblaciones heterogéneas, el mismo huésped
puede infectarse simultdneamente por diferentes cepas. En este sentido, un concepto
importante es la clara existencia de clones que son mas representativos y se
encuentran en varios huéspedes en diferentes areas geograficas de América Latina.
La estructura de poblacion clonal que presenta T. cruzi explica la existencia de
organismos independientes con caracteristicas biol6gicas discretas (Tibayrenc y
Ayala, 1991)

Desde principios del siglo pasado se ha postulado que la distribucion diferencial
de T. cruzi en los tejidos puede influir en la patogénesis de la enfermedad. Diferentes
estudios han logrado determinar algunas asociaciones epidemiolégicas de la
enfermedad en las diferentes regiones. Asi, mientras las manifestaciones
gastrointestinales son raras en Centroamérica, México, Colombia y Venezuela, en
Brasil estas manifestaciones tienen mayor incidencia con o sin patologia cardiaca
asociada. Sin embargo, en estudios recientes se ha podido establecer que las
poblaciones multiclonales que infectan un individuo, tienen clones con tropismo
especifico a diferentes tejidos y es exactamente la distribucion de estos clones lo que

puede influir o determinar el curso clinico de cada paciente (Mejia y Triana, 2005).

Estudios recientes que utilizan herramientas moleculares demuestran que estos
clones principales de éareas endémicas podrian ser responsables de algunas
manifestaciones clinicas y respuesta a la quimioterapia. Una hipotesis actual sugiere
que la heterogeneidad y la multiclonalidad de una cepa determinan el tropismo tisular
diferencial y, en consecuencia, las variaciones en la presentacion clinica de la

enfermedad (Devera et al., 2003; Mejia y Triana, 2005).



2.1.5 Linajes

Como se pudo detallar anteriormente la diversidad biolégica, bioguimica, genéticay la
complejidad ecoepidemiolégica que presenta T. cruzi fueron caracteristicas
ampliamente revisadas en distintos lugares. Conforme pasaron los afios muchos
investigadores utilizaban diversos enfoques para caracterizar la estructura de la
poblacidén de T. cruzi y definir el nUmero de subgrupos, estos subgrupos recibieron
designaciones como los ya mencionados; zimodemas, esquizodemas, asi como
clones, linajes y mas recientemente Unidades Discretas de Tipificacion por sus siglas
en inglés DTU (Zingales et al., 2009; Sanchez, 2018).

La diversidad del genoma de T. cruzi y la multiplicidad de sus genotipos y
fenotipos es bien conocida, la designacion de grupos relevantes de T. cruzi desde el
punto de vista ecolégico y epidemiolégico ha oscilado entre unos pocos grupos
discretos a muchos (Tibayrenc y Ayala, 1991; Mufioz et al., 2013). En la actualidad, se
han asignado seis DTU y en el 2009, éstas se renombraron por consenso de Tcl a
TcVI (Zingales et al, 2009).

Se ha sugerido que Tcl evolucion6 en asociacién a los mamiferos marsupiales
del género Didelphis y Tcll, en relacién a los mamiferos terrestres, como los armadillos
y recientemente se ha descrito un nuevo genotipo muy cercano al linaje Tcl designado
como Tcbat ligado a murciélagos silvestres (Marcili et al., 2009). A diferencia del origen
por propagacion clonal para los linajes Tcl y Tcll, se propone que los otros cuatro
DTU’s fueron originados como consecuencia de eventos aislados de hibridacion y

después se realizo la propagacion de las clonas (Camacho-Sierra, 2016).

2.1.6 Métodos de deteccién de T. cruzi

El diagnéstico de la presencia de T. cruzi puede ser realizado a través de diferentes
estrategias, de acuerdo con la fase en la que la enfermedad se encuentra. Ante la
sospecha de la infeccion por T. cruzi, se puede recurrir a los medios auxiliares de
laboratorio, entre los cuales se destacan: el diagnodstico parasitolégico, el inmunolégico

y el molecular (Gardufio-Pineda, 2013).



2.1.6.1 Diagnostico Parasitologico

El diagndstico parasitologico se puede establecer en todos los casos agudos

(incluyendo las infecciones congénitas) hasta seis semanas después de la infeccion,

pero solo es posible detectar al parasito en 40% de los casos cronicos, éste a su vez,

esta dividido de acuerdo al método en: diagndstico directo e indirecto, presentado una

sensibilidad y especificidad de casi el 100 % en algunos casos (Duffy, 2010).

Directo

Gota gruesa: Consiste en la observacion microscépica de una gota de sangre
fresca sin coagular permitiendo la observacion del movimiento del parasito. Es
necesaria la examinacion de por lo menos 100 campos microscopicos para
llegar a la conclusién de la ausencia de los parasitos)

Microhematocrito: Se emplea cuando se realizan examinaciones de sangre
fresca repetidas y fallan para revelar la evidencia de infeccién. Consiste en
obtener capilares heparinizados con sangre y someterlos a centrifugacion. En
la interfase entre los hematies y el plasma, se encuentra una capa de leucocitos,
en la que se observan los movimientos del flagelado con el ayuda del

microscopio con ocular de 10 X y objetivo de 40 aumentos.

Indirecto

Xenodiagnostico: Permite la manipulacion de los parasitos. Esta técnica
presenta una sensibilidad cercana al 100 % en fase aguda, sin embargo, se
reduce a un 60 % si se aplicara en fase crénica y una especificidad del 100 %
(un resultado positivo certifica el diagnéstico). Consiste en hacer picar al posible
portador del parasito con el vector libre de infeccién. Es aplicable tanto en la
forma clinica aguda y congénita como en la crénica-portador y permite la
multiplicacion del parasito in vivo el cual se detecta examinando las heces del
insecto a partir del dia 30 de su alimentacion (Duffy, 2010).

Hemocultivo: Consiste en cultivar parasitos presentes en muestras de sangre
del paciente. Los cultivos son analizados al microscopio a los 20, 30 y 45 dias
después de la exposicion buscando formas epimastigotes. Se siembran varios

tubos que se examinan cada mes hasta completar 5 a 6 meses. En la fase

10



aguda, su sensibilidad puede alcanzar el 100 %. Durante la fase crénica,
presenta niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagndstico.

2.1.6.2 Diagnostico inmunoldgico

Las pruebas serologicas por si solas brindan un diagndstico presuntivo. Mientras que
el diagndstico de la fase cronica de la infeccibn y exdmenes para la seleccion de
donadores de sangre depende esencialmente de resultados seroldgicos. Estas
examinaciones requieren mucho tiempo y necesitan personal altamente especializado.
Los resultados estan disponibles en 1 a 6 meses después de realizado el examen
(Concha, 2015).

El diagnostico serolégico se basa en la deteccion y determinacion de
anticuerpos (IgG) contra T. cruzi, los hay convencionales como la inmunofluorescencia
indirecta (IFI), hemaglutinacion indirecta (HAI) y ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)
los denominan asi por emplear como antigeno todo el parésito o una mezcla compleja
de antigenos del mismo. El diagndstico seroldgico no es convencional cuando los
antigenos son purificados, recombinantes o péptidos sintéticos. En la fase crénica de
la infeccién hay escasez de parasitos en sangre, pero es posible cuantificar altos titulos
de anticuerpos dirigidos contra antigenos de T. cruzi. A pesar de los avances
tecnologicos, ningun ensayo serologico alcanza el 100 % de sensibilidad y
especificidad, de manera que el diagnostico serolégico de certeza se basa en la
concordancia de, por lo menos, 2 técnicas de distinto principio y antigenos diferentes
(Flores-Chavez et al., 2007).

2.1.6.3 Diagndéstico molecular

La introduccién del estudio de los acidos nucleicos, permite confirmar la presencia de
microorganismos patdgenos y de algunos virus de importancia clinica aun cuando el
sujeto infectado se encuentre en el “periodo de ventana”, el cual es el periodo que
transcurre entre la infeccion y la aparicion de antigenos o anticuerpos detectables en
el organismo desde el punto de vista serolégico. Gardufio-Pineda (2013) explica que
la deteccion de material genético de regiones conservadas del Kinetoplasto o del
genoma del espécimen consiste en extraer ADN de muestras de sangre, heces del

vector o de tejidos afectados por el T. cruzi. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa
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(PCR) es una técnica molecular originalmente desarrollada por Kary Mullis en 1983,
mediante la cual se pueden obtener copias in vitro de un fragmento de ADN o ARN de
forma rapida y econdmica en pocas horas, es una técnica de biologia molecular
altamente especifica, rapida, sensible y versatil para detectar cantidades infimas de

cierto ADN especifico posibilitando su identificacion.
2.2 Vectores de T. cruzi

La Organizacion mundial de la salud por sus siglas en inglés WHO (2002) menciona
gue Trypanosoma cruzi es transmitido a los mamiferos principalmente por los insectos
triatominos, en tres ciclos superpuestos: doméstico, peridoméstico y silvestre. Debido
a la capacidad que tienen algunas especies de triatominos para habitar en las
viviendas humanas y alcanzar grandes densidades de poblacion dentro de ellas, el
parasito también circula en los ambientes sinantrépicos (ciclo antropozoondtico,
doméstico) siendo el hombre y los animales domésticos los principales reservorios, lo
que permite que también ocurra un ciclo peridoméstico (antropozoonoético o
intermediario) (Garcia-Jordan et al., 2015).

En el mundo, se han identificado mas de 130 especies de vectores que
pertenecen al orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, con tres
géneros de importancia médica que son Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus,
distribuidos desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile (Figura
3) (Salazar-Schettino et al, 2016).

La relevancia de los triatominos en la salud publica radica en su condicién de
ser los vectores biologicos de la enfermedad de Chagas en ambientes silvestres y
sinantropicos, donde algunas especies transmiten la enfermedad a los humanos o a
los animales domésticos; entre ellos se destacan Triatoma infestans, Rhodnius

prolixus y Triatoma dimidiata. Los triatominos son conocidos como “pitos”, “chinches
besadoras”, “barbeiros”, “chipos”, “vinchucas” tanto en América Central y Suramérica,
en México se les llama “chinches trompudas” o “chinches besuconas” (Lopez-Bello,

2013; Garcia-Jordan et al., 2015).
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Cases of Chagas disease
[]1-270005

[ 270005 - 540004
I 540004 - 810003
I 810003 — 1080002
I 1080002 - 1350001
W 1350001 - 1620000

.

Main Vector
® Meccus pallidipenis
® Panstrongylus geniculatus
) Rhdonius pallescens
® R. pictipes
® R. prolixus
® Triatoma barberi
o T. dimidiata
o T. infestans
oT. maculata

Figura 3. Distribucién de las especies de Triatominos en América. Tomado de: De Fuentes-Vicente et
al. (2018).

2.2.1 Clasificacion de vectores

Los triatominos pertenecen al orden Hemiptera, el cual se caracteriza por poseer
aparato bucal tipo succionador. La mayoria son organismos que se alimentan de
plantas (fit6fagos), algunos otros de insectos (depredadores) y unos pocos de sangre
de vertebrados (hemato6fagos). En el suborden Heterdptera se encuentra la familia
Reduviidae y la subfamilia Triatominae, Unica hematéfaga en este grupo. De las 149
especies registradas, 111 estan restringidas en America y 107 se han informado en

infecciones naturales y experimentales con T. cruzi (Castillo y Wolff, 2000).

Los triatominos presentan la siguiente ubicacion taxonomica (Ruggiero et al. 2015)

Reino: Animalia

Infrareino: Protostomia

Filo: Arthropoda
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Subfilo: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Superfamilia: Reduvidoidea
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Triatominae

Géneros: Triatoma
Dipetalogaster
Rhodnius
Panstrongylus
Eratyrus
Belminus
Paratriatoma

2.2.2 Morfologia de los vectores

El tamafio de un triatomino adulto varia entre 1.5 y 3 cm de longitud y su color es
variado segun las especies. El cuerpo, como todos los demas insectos esta dividida
en tres segmentos: cabeza, torax y abdomen. La cabeza es alargada y termina en una
probdscide recta segmentada en tres partes que en reposo se dobla centralmente
sobre su cuerpo quedando entre el primer par de patas y se extiende para alimentarse.
Poseen un par de ojos prominentes, delante de los cuales emerge un par de antenas
cuyo punto de implantacién es un caracter importante para diferenciar a los géneros

de importancia médica (Lopez-Bello, 2013).
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El térax es quitinoso y su segmento anterior tiene forma de escudo (Figura 5)
posee un par de alas primarias y un par de alas secundarias mas pequefas, las alas
permanecen dobladas sobre el dorso, en general los triatominos son mas caminadores
gue voladores, tienen 2 patas delanteras, 2 patas medias y 2 posteriores. El abdomen
puede tener pigmentacién de colores vistosos que ayudan en su clasificacion. La
longevidad del vector es de aproximadamente un afio y depende de la capacidad de
ayuno, la cual puede ser de hasta varios meses. Una hembra puede poner entre 1200
a 1400 huevos. Tanto los machos como las hembras se alimentan de sangre en
cantidad que puede llegar a ser 9 veces su peso es el caso de T. longipennis que es
uno de los vectores de mayor tamafio del género Triatoma (Botero, 1998). Las
hembras poseen un aparato ovipositor en la parte posterior del abdomen, el cual los
machos no poseen, la cabeza es mas larga que ancha, donde contienen dos antenas

gue les permiten detectar el calor para poder alimentarse.

coreum
ocelos escutela clavus membrana
\ { /  cuneus g
. \ f /hemaelitral
\ !

cabeza

antena de /
S segmentos

ojo
compuesto tibia

Figura 4: Vista dorsal de un triatomino, mostrando de manera general las partes que forman el cuerpo
del insecto principalmente las tres regiones en las que se divide, cabeza, térax y abdomen. Tomado de:
Lépez-Bello (2013).

2.2.3 Ciclo de vida de los triatominos

El ciclo de vida de los triatominos es similar para todas las especies de insectos. Se

reproducen a partir de los huevos que la hembra deposita una vez que esta es
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fecundada; los huevos miden de 2-3 mm, al inicio tienen un color blanco que cambian
a color rosa cuando se completa la evolucion del embrion. Desde que sale del huevo
hasta su etapa adulta (formas aladas), los triatominos pasan por cinco etapas de
crecimiento (estados ninfales), con cambios graduales (mudas) de tamafio y sin alas
(Figura 6). Lopez-Bello (2013) especifica que, desde el estado de huevo hasta la etapa
adulta, el ciclo evolutivo de los triatominos puede variar de 8 meses hasta un afio. A

partir de la etapa adulta los triatominos pueden vivir entre 1y 2 afios aproximadamente.

d Adultos Q ‘
Qi
3

Figura 5. Ciclo de vida de Triatoma dimidiata tomado de: De Fuentes-Vicente et al. (2016)

2.2.4 Vectores en México

En México, se han identificado un total de 31 especies de triatominos invadiendo
casas y con importancia epidemiolégica para la transmisién del parasito a humanos,
sin embargo, hay 3 especies con mayor importancia para México: Triatoma dimidiata,
Triatoma barberi y Meccus pllidipenis (Figura 6). Los vectores triatominos se han
urbanizado en la mayoria de las regiones, lo cual demuestra una alta tolerancia a los

habitats modificados por el hombre y los rangos histéricos se han ampliado,
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exponiéndose mas el 88 % de la poblacion mexicana (Salazar-Schettino et al., 2005;
Concha, 2015).

a b c

Figura 6. Tres especies de vectores de Trypanosoma cruzi. a) Mecus pallidipenis, b) Triatoma dimidiata,

c) Triatoma barberi. Tomado de: De Fuentes-Vicente et al (2019).
2.3 Reservorios

En su forma primaria esta parasitosis circula en mamiferos silvestres, representantes
de los primeros grupos que colonizaron el continente americano tales como

marsupiales, desdentados, primates y roedores caviomorfos (Herrera, 2010).

Noireau et al. (2009) mencionan que el termino reservorio se refiere en general
a especies de mamiferos de vida silvestre que albergan un parasito (se encuentran
naturalmente infectados) capaz de infectar a los humanos, recientemente se ha
considerado que un huésped que posee un sistema de vida complejo es capaz de
sufrir y aplicar presion selectiva segun las condiciones de su entorno, jugando asi

distintos roles en el ciclo de transmision.

Este protozoario se considera un parasito exitoso por tener la capacidad de
mantenerse en la naturaleza por vectores y numerosas especies de mamiferos
hospederos distribuidos en casi todos los biomas y habitats del continente americano.
Trypanosoma cruzi también puede colonizar casi todos los tejidos en sus muchos
huéspedes mamiferos, incluso sitios no convencionales, como las glandulas

sudoriparas de marsupiales del género Didelphis (Deane et al., 1984).
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Aproximadamente 200 especies 0 subespecies domésticas y de fauna
silvestres se han identificado con la infeccidn por T. cruzi, desempefiando asi el papel
de reservorios de la enfermedad (Camacho-Serra, 2016), dichas especies pertenecen
a los ordenes: Didelphimorphia, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata,

Carnivora, Primata, Perisodactyla (Herrera, 2010; Garcia-Jordan et al., 2015).

Antiguos mamiferos como los marsupiales junto a los Xenarthra (armadillos y
0sos hormigueros) son considerados los primeros hospederos de T. cruzi, y de
acuerdo a Deane et al. (1984) particularmente los marsupiales de género Didelphis
debido a su comportamiento sinantrépico y a que pueden mantener infecciones fuertes
y altas parasitosis deben considerarse como excelentes reservorios para T. cruzi en
ambientes peridomésticos, domeésticos y perturbados. Diversos estudios han
identificado la participacién de quirépteros como reservorios salvajes, particularmente
las familias: Molossidae, Noctilionidae, Phyllostomidae y Vespertilionidae. Del mismo
modo, otros carnivoros, como mapaches (Procyon lotor) y zorros grises (Urocyon
cinereoargenteus) son frecuentemente expuesto a infecciones por T. cruzi (Noireau et

al., 2009) por lo que se puede suponer algun ciclo de transmisién por carnivoria.

Por otro lado, los anfibios y aves son considerados refractarios a la infeccion
por este parasito, tienen importancia Unicamente, por ser fuentes alimentarias en el
intra o Peridomicilio (CENAPRECE, 2015).

A pesar de este amplio rango de hospederos, la importancia epidemiolégica
como reservorios del T. cruzi varia segun la regién geografica y de acuerdo con la
biologia y ecologia de estos mamiferos y su interaccion con triatominos vectores y el
hombre (Acosta y LOpez, 2013) esto es en gran medida por las variaciones

intraespecificas antes mencionadas.

2.4 Enfermedad de Chagas

En esta patologia se presentan ciclos silvestres sin participacion del hombre y ciclos
domiciliarios con su participacion, los cuales estan integrados y son interdependientes
(Gulh, 2009).
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En el ciclo biolégico de T. cruzi en la naturaleza, estan involucrados el hombre,
el vector y un gran numero de reservorios mamiferos naturalmente infectados. En el
ciclo domeéstico participa el hombre, mamiferos domésticos como perros, gatos, ratas,
ratones e insectos triatominos infectados. En ciclo peridoméstico se considera la union
o el intermedio entre el ciclo doméstico y el silvestre, esta integrado por los mamiferos
que vienen y van del campo a la vivienda del hombre que puede ser el ganado, ademas
de posibles reservorios silvestres atraidos por alimento o por la luz. En el ciclo silvestre
intervienen ademas de la rata y ratdon de campo, la ardilla, marta, zarigiieya tlacuache,
armadillo, murciélagos e incluso, primates (Guhl, 2009; CENAPRECE, 2015).

2.4.1 Distribucion de la enfermedad

Como se ha mencionado con anterioridad, se estima que esta parasitosis afecta de 7
a 8 millones de individuos; especialmente en América Latina y se considera en riesgo
de infeccion a un minimo de 110 millones de individuos (20 %) en 21 paises: (Figura
4), Argentina, Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay, Peru, Ecuador, Bolivia, Venezuela,
Colombia, Guyana Francesa, Guyana, Surinam, Costa Rica, El Salvador, Honduras,
Nicaragua, Panama, Belice, Guatemala y México (Salazar-Schettino et al., 2016).

Aunque en México es dificil obtener datos epidemiolégicos de la mortalidad por
Chagas debido a la falta de experiencia en la elaboracion del diagndstico clinico, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en 2006, estim6 que en México
existian aproximadamente 1 100 000 individuos infectados y 29 500 000 en riesgo de
contraer la infeccion, de igual forma, se ha reportado en poblacién abierta prevalencias
puntuales de 1 hasta 37 %, la incidencia en 2000 a 2007 se mantuvo en un rango de
0.07 a 0.37 por 100 mil habitantes; a partir de 2008 ascendié de 0.61 a 0.70 por 100
mil habitantes en 2012 (Ramsey, et al. 2014; Rojo-Medina, et al 2018).

Ramsey y colaboradores (2014) también remarcan que el 57.0 % de la
poblacién infectada es residente en zonas rurales y 8.9% en zonas suburbanas y ocho
estados (Chiapas, Veracruz, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Michoacan, México,
Oaxaca) tienen mas del 69 % de los casos seropositivos (931 643 individuos), los
cuales representan entre el 5.9 % y el 11.0 % de las poblaciones respectivas en esas

entidades.

19



2.4.2 Fases de la enfermedad

Fase aguda

Generalmente es asintomatica y se evidencia una alta parasitemia (Presencia de
parasitos en el torrente sanguineo), con sintomas y signos transitorios, el periodo de
incubacion es de 4 a 10 dias, este periodo se extiende por 2 a 4 meses y alrededor
del 1 a 2 % de las personas infectadas se pesquisan o son diagnosticadas en esta
etapa. De acuerdo al Ministerio de Salud (MINSAL, 2018), los pacientes sintomaticos
presentan: fiebre, signos clinicos de la picadura de una chinche, edema, adenopatias
satélites, hepatomegalia y esplenomegalia. La lesion inflamatoria, localizada en la
puerta de entrada (en una cadena de infeccion se refiere a la via que toma el parasito
para entra al organismo por ejemplo heridas en la piel), es visible como un chancro de
inoculacién y se conoce con el nombre de chagoma cuando compromete el parpado
constituye el signo de Romaria la tasa de mortalidad en esta fase es bajade 2 % a 7
% (Botero, 1998).

Fase indeterminada

Después de la fase aguda ocurre una respuesta inmune que provoca disminucién de
la parasitemia y mantiene la infeccion en algunos focos selectivos. Este periodo, que
va desde el final de la fase aguda hasta la aparicion de los primeros sintomas de la
fase cronica, es llamado latente o indeterminado, con una duracion media de 10 afios.
En esta fase el paciente es asintomético y representa un 50 % a 70 % de todas las
personas con Chagas un 30 % de estos pacientes mantienen esta forma durante toda
su vida. El resto puede evolucionar a una forma cronica determinada en un lapso de
10 a 30 afios (CENAPRECE, 2015; MINSAL, 2018).

Fase Cronica

El MINSAL (2018) también especifica que esta fase se manifiesta principalmente como
cardiopatia, colopatia y esofagopatia, ademas frecuentemente compromete otros
organos tales como estdmago, duodeno, vejiga, uréteres y otros. Estas formas de
presentacion pueden ocurrir separadamente o coexistir en un mismo enfermo. De
acuerdo a Salazar-Schettino y colaboradores (2016) en esta etapa existe una

parasitemia baja y fluctuante, con titulos detectables de anticuerpos en pacientes
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inmunocompetentes y se estima que alrededor de un 30 % de las personas con
Chagas tendrian manifestaciones de la etapa cronica, lo que podria aumentar al
emplear métodos diagndsticos mas sensibles. En la fase cronica de la cardiopatia es
frecuente la muerte subita sin haber desarrollado insuficiencia cardiaca congestiva, en
estos casos el corazon es pequefio, normal o ligeramente crecido. Otras formas de
patologia de la enfermedad crénica se relacionan con las lesiones hipertréficas del
tubo digestivo o megavisceras, especialmente megaesofago y megacolon, en estos
casos existe denervacion o destruccion neuronal que trastorna el funcionamiento

peristaltico de la musculatura (Botero, 1998; Rojo-Medina et al., 2018).

2.4.3 Tratamiento

La terapéutica de la enfermedad de Chagas ha constituido un dificil problema, pues
por muchos afios no existieron drogas para su tratamiento, actualmente hay dos

medicamentos activos contra T. cruzi para el tratamiento especifico de la enfermedad.

Toda persona con Chagas debe ser tratada, a excepcion de los enfermos
cronicos terminales. Segun especificaciones de la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS, 1998) cada caso debe ser evaluado con relacién al costo beneficio de la
terapia antiparasitaria especifica, los farmacos tripanomicidas clasicos aprobados
hasta ahora para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son: Nifurtimox (NFX) y
Benznidazol (BNZ), aunque se han incorporado otras alternativas, como Itraconazol y
Alopurinol, en especial en adultos en fase cronica indeterminada y determinada.

lIl. ANTECEDENTES

En México el papel de los mamiferos silvestres en el ciclo de transmision de T. cruzi
es poco conocido. El descubrimiento de los dos primeros casos oficiales de la
enfermedad de Chagas en Oaxaca por Luis Mazzotti en 1940, desencadend una serie
de investigaciones enfocadas en la actividad del parasito y de su vector en la infeccion
humana, afios mas tarde el descubrimiento del marsupial Didelpfhis marsupialis
infectado por T. cruzi determina un ciclo selvatico o silvestre, y destaca la importancia
de comenzar los estudios enfocados a reservorios de dicho ciclo (Velasco-Castrejon y
Rivas-Sanchez, 2008).
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Es asi como, Dominguez et al. (1990) Realizan uno de los primeros trabajos de
infeccion por T. cruzi en reservorios silvestres en la reserva ecoldgica el “Zapotal” en
Chiapas, donde colectaron 73 individuos de 8 diferentes especies de mamiferos a los
cuales les realizaron pruebas xenodiagnosticas, y con el 11 % de positividad
determinaron la existencia de un ciclo silvestre de infeccion mantenido por especies
de mamiferos silvestres. En el estado de Yucatdn se han llevado a cabo
investigaciones de esta indole, en 1996, Zavala-Velazquez y colaboradores realizaron
estudios seroldgicos e histologicos a 372 individuos mamiferos, tanto silvestres como
sinantrépicos en donde se obtuvo una alta frecuencia de infeccion en mamiferos
silvestres en comparacién con los sinantropicos y determinaron que mamiferos como
Canis familiaris, D. marsupialis, y Rattus rattus, juegan un papel importante en el

mantenimiento del ciclo de infeccion domeéstico y su vinculo con el ciclo silvestre

En 1997, nuevamente en la reserva ecologica El Zapotal Solis-Franco y
colaboradores colectaron 141 mamiferos de diferentes especies de los cuales 13
resultaron positivos para T. cruzi: Dos roedores Peromyscus mexicanus y Heteromys
desmarestianus y un marsupial; Didelphis virginiana. Los autores ademas de
corroborar el ciclo infeccioso silvestre en esta zona, indican que la baja tasa de
infeccion en los mamiferos puede ser un reflejo de la baja densidad de vectores
Triatominos observados en el area y sugieren que la infeccibn se transmite

principalmente por canibalismo o necrofagia.

A pesar de los trabajos ya mencionados, actualmente para México, hay poca
informacion reciente que pueda contribuir en el seguimiento del estudio del ciclo
silvestre de T. cruzi. Dentro de los trabajos recientes se puede citar el realizado en
Yucatan por Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes (2002) en el que, durante dos afios, capturaron
y recolectaron muestras sanguineas de Didelphis virginiana y obtuvieron el 53.9 % (de
102 individuos capturados) de positividad mediante xenodiagnoéstico, ademas
determinaron una alta frecuencia de infeccion en el periodo comprendido a la estacion
seca y sugieren una estacionalidad en la infeccién peridoméstica de T. cruzi para esa

Zona.
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Por otro lado, la variabilidad genética que recientemente se ha descubierto en
T. cruzi crea la necesidad de utilizar nuevos métodos de diagndstico preciso para
determinar la presencia de sus unidades discretas de tipificacion DTU (Tcl, Tcll, Tclll,
TclV, TcVy TeV) (Alonso-Padilla et al., 2017). Es asi que, en el afio 2008, en Yucatan,
Jimenez-Coello y colaboradores pudieron detectar la presencia de tripanosomiasis
asintomética en fase aguda en perros de zonas urbanas y rurales mediante la técnica
de PCR. Del mismo modo, en el estado de Tabasco Martinez-Hernandez et al (2014)
determinan también por PCR la presencia de la infeccidbn en mamiferos semisilvestres:
coati de nariz blanca (Nasua narica) y mapache (Procyon lotor). Para el estado de
Chiapas uno de los trabajos mas recientes en el que se incluye el diagnéstico por PCR
es el realizado por Camacho-Sierra (2016) en el que realizo la identificacion de las
unidades discretas de tipificacion (DTU’s) de T. cruzi en marsupiales (Didelphis
marsupialis, Didelphis virginianus y Philander oposum) presentes en la Reserva
Ecologica “El Zapotal”, en donde se determiné la presencia del Linaje Tcl de T. cruzi

en 16 de los 60 marsupiales colectados.

Los estudios anteriores se han enfocado principalmente en mamiferos de
ambito terrestre, sin embargo, es importante indicar que recientemente se ha
descubierto un nuevo linaje de T. cruzi asociado a murciélagos (TcBat) (Marcili, et al.,
2009), este hallazgo sugiere que el ciclo de infeccidn silvestre es alin mas grande del
que se cree y que la migracion a un ciclo doméstico es mas probable. Tal fue, el caso
del primer informe de infeccion humana por T. cruzi atribuido al genotipo TcBat,
realizado por Ramirez y colaboradores en el 2013 en una mujer en areas forestales al
noreste de Colombia, en donde las herramientas moleculares determinaron la
infeccién mixta de Tcl y TcBat. Por lo tanto es necesario impulsar el estudio de los
reservorios silvestres de T. cruzi tanto de ambitos terrestres como los voladores

(Murciélagos).
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V. OBJETIVOS

4.1 General

Estandarizar y determinar la infeccion por Trypanosoma cruzi en mamiferos silvestres
medianos y pequefios de la reserva ecolégica “El Zapotal” en Tuxtla Gutiérrez,

Chiapas.
4.2 Particulares

e Evaluar la efectividad de los métodos de extraccion de DNA para cepas de T.
cruzi en muestras de sangre.

e Identificar las especies de mamiferos silvestres capturados en la zona de
estudio.

e Evaluar lainfeccién por T. cruzi mediante la técnica de PCR en sangre periférica
de los mamiferos.

e Determinar el linaje de los parésitos circulantes en la zona mediante

marcadores nucleares (mini-exon).

V. ZONA DE ESTUDIO

5.1 Ubicacion y clima

La reserva ecoldgica “El Zapotal” se localiza dos kilbmetros al Sureste de Tuxtla
Gutiérrez a los 16°43'39" Latitud Norte y 93°06'37" Longitud Oriente. Es un Area
Natural Protegida por decreto del gobierno del estado en 1980 (Figura 7).
Originalmente cuenta con 100 hectareas de superficie, mas 92 decretadas como zona

de amortiguamiento en 1990 (Palacios et al., 2016).

Fisiograficamente es parte de la elevacién conocida como Meseta de Copoya,
incluida en la Depresion de Chiapas. La geologia del lugar corresponde a suelos tipo
karstico lo cual hace que el area tenga un gran niamero de cavidades y manantiales
(Camacho - Sierra, 2016). Su rango altitudinal va desde los 600 hasta los 850 msnm
(metros sobre el nivel del mar). El clima de la region de Tuxtla Gutiérrez, corresponde

al tipo Calido Subhumedo, con lluvias de verano y bajo porcentaje de lluvia invernal
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(Aw” (w)). La precipitacion total anual es de 948.2 mm y la temperatura media es de
24.7° C, con vientos dominantes del Norte.

5.2 Vegetacion

Predominan dos tipos de vegetacion, Selva Mediana Subperennifolia y Selva Baja
Caducifolia (Miranda, 2015), también se puede encontrar vegetacion secundaria tipo
sabana y hay registro de 521 especies vegetales que han sido agrupadas en 359

géneros y 98 familias.

5.3 Fauna

Dentro de la reserva se encuentra el Zoologico Miguel Alvarez del Toro (ZooMAT) que
ocupa unas 30 hectareas. El bosque restante funciona como una pequefia reserva en
la que viven libres varias especies de animales tropicales, 154 especies de vertebrados
terrestres (10 anfibios, 44 reptiles, 77 aves y 23 mamiferos) entre los cuales se
encuentra el mono Saraguato Pardo (Alouatta palliata), Guaqueque Negro
(Dasyprocta mexicana), Ocofaisan (Crax rubra),tlacuaches (Didelphis virginiana,
Didelphis marsupialis, Philander opossum), raton de campo, (Sigmodon hispidus),
Pavita (Openelope purpurascens), armadillo (Cabassous centralis), mapache (Procyon
lotor), ocelote (Leopardus pardalis), venado cola blanca (Odocoileus virginiaunus) y

alrededor de 24 especies de Quirépteros (Camacho - Sierra, 2016).
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MEXICO

o
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I. Madero

Areas Naturales
Protegidas

Figura 7. Delimitacion de la reserva ecologica “El Zapotal”, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Tomado
de: Palacios et al. (2016)

VI. MATERIALES Y METODO

6.1 Muestreo

Se realizaron muestreos dentro de la reserva ecoldgica “El Zapotal” ubicada en la
ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, en las siguientes ubicaciones 16°43'22.6' N',
93°05'44.1" W y 16°43'18.1"N 93°05'21.9"W. Los muestreos se llevaron a cabo en los
meses de enero 2020 a marzo de 2021. Las zonas de muestreo se seleccionaron al
azar dando preferencia a zonas cercanas a cuerpos de agua y arboles frutales
grandes. Para la captura de los mamiferos terrestre se hizo uso de 20 trampas tipo
Tomahawk para mamiferos medianos (de tamafio menor a 1 0 2 kg) y 15 trampas
Sherman para mamiferos pequefios (Romero-Almaraz et al., 2000) utilizando como
cebo una mezcla de avena/extracto de vainilla con un esfuerzo de muestreo de 8

horas/ trampa.

Para la captura de quirépteros se utilizé la técnica con “Red de Niebla” (Medellin, et
al., 2008) colocando 3 redes cerca de cuerpos de agua y de arboles frutales grandes
con un esfuerzo de muestreo de 8 horas/red, tanto las redes como las trampas se

colocaron una vez comenz0 el atardecer, alrededor de las 5pm. El manejo de los
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mamiferos colectados fue con guantes de carnaza para evitar mordeduras. Con ayuda
de un GPS de mano se determinaron las coordenadas de los sitios de captura de los

mamiferos.

Los quirdpteros se identificaron taxonOmicamente utilizando la clave
especializada de Medellin et al (2008) y para el caso de mamiferos terrestres se hizo

uso de la guia de mamiferos de Reid (2009).
6.2 Toma de muestras

Las muestras consistieron de extracciones sanguineas de los ejemplares capturados
como especifica Romero-Almaraz et al. (2000). En mamiferos terrestres la sangre se
obtuvo por medio de una pequefia incision en la cola y para murciélagos se obtuvo
directamente por puncién intracardiaca con ayuda de jeringas para insulina U-100 1ml
31Gx6MM. Las muestras obtenidas fueron etiquetadas conforme los individuos fueron
capturados; Quiroptero (Qn), Roedores (Rn), Marsupiales (Mn), donde n representa el

namero consecutivo del individuo capturado.

Se evaluaron 3 diferentes buffers de almacenamiento para conservar las
muestras sanguineas (Figura 8); con alcohol etilico al 100% (0.5ml en tubos para
microcentrifuga), citrato de sodio al 3.8% pH 7.2 (0.5ml en tubos para microcentrifuga)
y en EDTA en tubos morados BD Vacutainer ®, la eficiencia de estos reactivos se
determiné de acuerdo a los resultados de las extraccion de DNA en las visualizaciones
en gel de agarosa, las muestras tomadas en campo fueron trasladadas
inmediatamente al Laboratorio de Investigacion y Diagndstico Molecular (LIDIAM) en
la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas y fueron conservadas en refrigeracion
a-4°C.

6.3 Extraccion de DNA

Se realizo el trabajo de estandarizacion del método de extraccion de DNA para
muestras sanguineas de quirépteros y mamiferos terrestres. Se probaron dos métodos
diferentes de extraccibn de DNA para los diferentes buffers de almacenamiento
probados en la conservacion de muestras sanguineas (Figura 8); Mediante el método

modificado de extraccion con sales de Sunnucks y Hales (1996); Aljanabi y Martinez
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(1997) y el método con kit de extraccion QUICK-DNA™ MINIPREP PLUS KIT, el
primero consiste en un método universalmente aplicable de extraccion con sales de
DNA gendmico de diferentes organismos, para este meétodo la cantidad de sangre
requerida fue de aproximadamente 30 pl (dependiendo de la cantidad de muestra
sanguinea obtenida en campo, varia entre 15-30 pl), a las muestras se agregaron 300
gl de Buffer TEN + SDS 2% (0.4 M NaCl,10 Mm Tris- HCI pH 8.0, 2mM EDTA pH 8.0
y 40 pl de 20% de SDS) frio y 10 pl de proteinasa y se dej6 incubar por 24 horas a 56°
C. Pasado este tiempo se agregaron 100 pl de NaCl 5M y se centrifugd a 14 000 rpm
a 4° C (cuando el sobrenadante aun estaba muy turbio, se agregaban 100 pl méas de
NaCl 5M y se volvia a centrifugar), al sobrenadante en tubos nuevos se le agregaron
800 plI de etanol al 100 % (alcohol absoluto a -20°C, si el sobrenadante obtenido era
insuficiente se agregaban 600ul de etanol). Las muestras se dejaron toda la noche a -
20° C. Nuevamente se centrifugaron y se desechd el sobrenadante para obtener un
pellet al cual se afiadieron 800 pl de etanol al 70 % frio (-20°C) nuevamente se
centrifugd y se desechd el sobrenadante y se dejé evaporar toda la noche a
temperatura ambiente. Una vez secas las muestras se afiadieron 100 pl de agua
destilada ésteril para hidratar el DNA (150 pl si el pellet no estaba completamente
limpio) y se conservé a -20°C para uso posterior.

El segundo método consiste en el aislamiento facil y rapido de DNA (Por
ejemplo DNA gendmico, mitocondrial y viral). De una variedad de fuentes de muestras
biolégicas, este kit incluye columnas Zymo-Spin que permiten la purificacién de DNA
de alta calidad en minutos, para este método se necesitaron 20 pl de muestra
sanguinea (dependiendo de la cantidad de muestra sanguinea obtenida en campo,
podria variar entre 10-25 pl). Las extracciones fueron visualizadas en gel de agarosa
al 1% y de acuerdo a estos resultados se determiné el método mas eficiente.
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Método de extraccién

/

Método modificado de

extraccion con Sales
|

Método de
extraccion por kit
|

Reacltivos

Reaftivos

-Citrato de sodio 3.8% -Citrato de sodio 3.8%
-EDTA -EDTA
-Alcohol etilico100% - Alcohol etilico100%

Figura 8. Métodos de extraccion y reactivos evaluados en este estudio.

6.4 Amplificacion del Gen mini exén para determinar linaje

El DNA extraido se amplifico por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PCR punto final multiple usando tres oligonucleotidos reportados por Fernandez et al.
(1998) y Mejia y Triana (2005) que amplifica un espaciador intergénico de los genes
mini exén de Trypanosoma cruzi; Tc (5°CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG'3), Tcl
que amplifica un fragmento de 350pb (5°GTG TCC GCC ACA ACC TCC TTC GGG
CC’3) y Tcll que amplifica un fragmento 300pb (5°CCT GCA GGC ACA CGT GTG
TGTG 3). Como controles positivos se usaron dos cepas Cepa Q (Tcl procedente de
Querétaro) con 350 pb y Cepa Y (Tcll cepa de referencia aislada en Brasil) con 300
pb. Las condiciones de amplificacion fueron, 4:30 minutos a 94°C seguido de 30 ciclos
de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 61°C, 1 minuto a 72°C y 5 minutos a 72°C.
Ademas se realizd6 dos PCR mas con las mismas condiciones utilizando los
oligonucledtidos por separado, es decir se utilizé Tc y Tcl para determinar la presencia
del linaje T. cruzi Il y los oligonucledtidos Tc y Tcll para determinar presencia la
presencia del linaje T. cruzi |. Los productos amplificados se visualizaron en geles de
agarosa al 2 % tefiidos con bromuro etidio y se hizo uso del marcador DNA Ladder

Invitrogen ™ de 50 pb.
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6.6 Prevalencia de lainfeccion por Trypanosoma cruzi

De acuerdo a los resultados obtenidos con la amplificacién del gen miniexén, se
determind la prevalencia de infeccion en mamiferos silvestres mediante el porcentaje
de individuos infectados con relacion al total de los mamiferos silvestres muestreados

dentro de la Reserva Ecolégica “El Zapotal”.

VIl. RESULTADOS

7.1 Muestreo

En total se capturaron 152 mamiferos tanto terrestres como voladores; 110 fueron
quirépteros de once especies diferentes (cuadro 1), ocho especies pertenecen a la
familia Phyllostomidae y tres especies a la familia Mormopidae, Dentro de los
filostomidos 5 especies son del tipo de alimentacion principalmente frutivora (Artibeus
jamaicensis, Artibeus lituratus, Sturnira lillium, Centurio senex y Carollia perpsillata),
dos especies son nectivoras (Leptonycteris yerbabuenae y Glossophaga soricina) y

s6lo una especie es hematofaga (Desmodus rotundus).

Los mamiferos terrestres capturados fueron en total 42 individuos
pertenecientes a cuatro especies y familias diferentes (Cuadro 2), Didelphis
marsupialis (Didelphimorfia: Didelphidae) conocido como “Tlacuache”, Dasyprocta
mexicana (Rodentia: Dasyproctidae) conocido como “Guaqueque”, el raton silvestre
mexicano Peromyscus mexicanus (Rodentia: Cricetidae) y el ratdbn de abazones
Heteromys desmarestianus (Rodentia: Heteromyidae). Los roedores pueden incluir en
su dieta una gran variedad de tallos frutos, semillas y algunos incluyen también a los
artrépodos, los didelfidos son omnivoros oportunistas que pueden alimentarse de
insectos, lombrices y pequefios vertebrados, puede consumir también semillas, frutos

y néctar.
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Cuadro 1. Familias y especies de quiropteros capturados

Familia Especie No Individuos
Artibeus jamaicensis 64

Phyllostomidae Artibeus lituratus 16
Sturnira lillium 3
Centurio senex 2
Leptonycteris yebabuenae 2
Carollia perpiscillata 7
Desmodus rotundus 2
Glossophaga soricina 8

Mormoopidae Pteronotus Davyi 1
Pteronotus parnelli 3
Mormoops megallophyla 2

Total 110

Cuadro 2. Familias y especies de mamiferos terrestres capturados

Familia Especie No. de individuos

Didelphidae Didelphis marsupialis 18

Cricetidae Peromyscus mexicanus 7

Heteromyidae Heteromys desmarestianus 10

Dasyproctidae Dasyprocta mexicana 7

7.2 Extraccion de DNA

Las extracciones exitosas de DNA obtenidas por ambos métodos dependieron de la
cantidad de muestra sanguinea conseguida en campo. En funciéon de poder
estandarizar un método que asegure la poca perturbacion de los organismos
muestreados se pudo determinar la cantidad minima de sangre colectada en campo
con las que se obtuvieron extracciones de DNA exitosos, siendo el Citrato de sodio y
el EDTA los anticoagulantes que requirieron menos sangre para que se visualizaran

bandas de extraccion para ambos métodos (Cuadro 3).
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Las mejores bandas de DNA gendmico obtenidas con el método modificado de
extraccion con sales de Sunnucks y Hales (1996); Aljanabi y Martinez (1997) (Figura
9) fueron con las muestras almacenadas en alcohol etilico al 100%, sin embargo estas
bandas se obtuvieron en las muestras que tenian mas de 0.25 ml de sangre. Por otro
lado, con éste mismo método usando citrato sodio 3.8 % las mejores bandas de DNA
gendmico se obtuvieron con muestras con menos cantidad de sangre (0.5 - 0.6 ml) las
mejores bandas en muestras en EDTA se mostraron con muestras con mayor cantidad
de sangre (0.9 - 0.1 ml)

Las extracciones realizadas con el Kit de extracciéon QUICK-DNA™ MINIPREP
PLUS KIT (Figura 10) muestran bandas de extraccion de DNA gendmico bien definidas
con los tres buffers de almacenamiento usados. La extraccion con kit de muestras en
alcohol etilico al 100% tiene bandas muy bien definidas y para lograrlo se necesitd
menor cantidad de muestra sanguinea tomada en campo (con respecto a los demas
reactivos), por otro lado las extracciones con citrato de sodio también muestran bandas
bien definidas y la cantidad minima requerida de sangre tomada en campo también es
baja, aunque las bandas de extraccion con EDTA se ven claramente la cantidad
minima requerida es alta por lo que no se puede asegurar la poca perturbacién de las

especies silvestres.

Cuadro 3. Rango minimo de Cantidad de Sangre que se requiere tomar en campo para que los métodos

de extraccién muestren resultados 6ptimos

Buffer de almacenamiento Método modificado de extraccion Kit QUICK-DNA™
con sales de Sunnucks y Hales
(1996); Aljanabi y Martinez (1997)

CITRATO DE SODIO 3.8% 0.05-0.06 ml (1-2 unidades) 0.01-0.02 ml (1-2
unidades)

EDTA 0.09-0.1 ml (9-10 unidades) 0.06-0.1 ml (6-10
unidades)

ALCOHOL 100% 0.25-0.30 ml (25-30 unidades) 0.01-0.015ml (1-1.5
unidades)
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de extracciones de DNA gendmico con método
modificado de Sunnucks y Hales (1996); Aljanabi y Martinez (1997). A) Extraccion de muestras
sanguineas de murciélagos conservado en citrato de sodio al 3.8% pH 7.2. B) Extraccién de muestras
sanguineas de murciélagos conservado en tubos morados de EDTA. C) Extraccién de muestras

sanguineas de murciélagos conservados en Alcohol etilico al 100%
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A) B)

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de extracciones de DNA gendmico con kit de
extraccion QUICK-DNA™ MINIPREP PLUS KIT. A) Extraccion de muestras sanguineas de mamiferos
terrestres del Zooldgico Miguel Alvarez de Toro (ZooMAT) conservado en citrato de sodio al 3.8% pH
7.2. B) Extraccién de muestras sanguineas de murciélagos conservado en tubos morados de EDTA. C)
Extraccion de muestras sanguineas de mamiferos terrestres del Zooldgico Miguel Alvarez de Toro
(ZOOMAT) conservados en Alcohol etilico al 100%.
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7.3 Amplificacion del Gen mini exdn para determinar linaje y prevalencia de
infeccion por T. cruzi

Todas las muestras amplificadas con PCR punto final mdltiple usando los tres
oligonucledtidos ya mencionados para amplificar luna regién intergénica de los genes
mini exén de T. cruzi no mostraban ningln ampliacién tanto para murciélagos como
para mamiferos terrestres, en la Figura 11 se puede observar una parte de las
amplificaciones hechas en donde sélo los controles positivos cepa Q (Tcl de 350pb) y
cepa Y (Tcll de 300pb) muestran ampliaciones, ademés se pueden observar los
llamados “dimeros de primer”, caracteristico de una auto complementariedad de los

oligonucledtidos usados.

La PCR con los oligonucleotidoss Tc y Tcl no mostré ningin amplicon excepto por el
control positivo por lo que se descarta infeccion por T. cruzi del linaje Tcll en mamiferos
terrestres. Por otro lado la PCR con los oligonucleétidos Tc y Tcll mostré6 amplicones
con un tamafo de 350pb correspondiente al grupo o linaje Tcl (Figura 12), por lo tanto
se determino infeccién por T. cruzi del Linaje Tcl en 12 mamiferos terrestres (28.57%)
de las 4 especies encontradas (Cuadro 4); Didephis marsupialis (6/18, 33.33%),
Peromyscus mexicanus (4/7, 54.14%), Heteromys desmarestianus (1/10, 10%),
Dasyprocta mexicana (1/7, 14.2%). En el caso del grupo de quirdpteros, 18 (16.36%)
mostraron amplicones con el tamafo correspontiente al linaje Tcl (Figura 13) estos
corresponden a cinco especies; Artibeus jamaicensis (10/64, 15-62%), Artibeus
lituratus (3/16, 18-75%), Carollia perspicillata (2/7, 28.57%), Glosophaga sorisina (1/8,
12.5%) Sturnira lilium (2/3, 66.66%) (Cuadro 5).

Se determin6 una prevalencia de infeccion por T. cruzi del 28.57% en mamiferos
terrestres, una prevalencia del 16.36% en quirdpteros y una prevalencia del 19.73%
del total de la fauna silvestre muestreada (152 individuos) en la Reserva ecologica El
Zapotal (Cuadro 6).
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Figura 11. Amplificaciones de PCR multiplex del gen mini exén en gel de agarosa al 1%; L) Marcador
de peso molecular escalera de 50pb, Q) Cepa Q Tcl 350pb, Y) Cepa Y Tcll 300pb. Gel A: tres muestras
de quirépteros: 17-19 Artibeus jamaicensis. Gel B: tres muestras de mamiferos terrestres: 2,5y 8
Didelphis marsupialis. Las flechas indican la formacién de dimeros de primers.
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Figura 12. Deteccion del linaje Tcl utilizando el marcador min exén (Tc y Tcll) en mamiferos terrestres
silvestres de El Zapotal. L) marcador de peso molecular (escalera) de 50pb, J) control positivo cepa
Julieta de 350pb, N) control negativo. Carril 1-6: Diddelphis marsupialis, Carril 7-10: Peromyscus

mexicanus, carril 11: Heteromys desmarestianus y carril 12: Dasyprocta mexicana.
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Figura 13. Deteccion del linaje Tcl utilizando el marcador min exén (oligos Tc y Tcll) en Quirépteros del
Zapotal. L) marcador de peso molecular escalera de 50pb, J) control positivo cepa Julieta de 350pb, N)
control negativo. Carril 1-10: Artibeus jamaicensis, carril 11-13: Artibeus lituratus, carril 14 y 15: Carollia

perspicillata, carril 16: Glossophaga soricina, carril 17 y 18: Sturnira lilium.

Cuadro 4. Especies de mamiferos positivos a la infeccion por T, cruzi del linaje Tcl.

Especie No. de individuos  No. individuos Porcentaje de
muestreados infectados infeccion (%)
Didelphis marsupialis 18 6 33.33
Peromyscus mexicanus 7 4 57.14
Heteromys desmarestianus 10 1 10
Dasyprocta mexicana 7 1 14.2
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Cuadro 5. Especies de quiropteros positivos a infeccién por T. cruzi determinado por PCR tiempo real

con sondas TagMan.

Especies No de individuos  No de individuos Porcentaje de
muestreados infectados infeccion (%)

Artibeus jamaicensis 64 10 15.62

Artibeus lituratus 16 3 18.75

Carollia perspicillata 7 2 28.57

Glosophaga soricina 8 1 12.5

Sturnira lilium 3 2 66.66

Cuadro 6. Prevalencia de infeccién por T. cruzi en mamiferos silvestres muestreados en la reserva

ecoldgica “El Zapotal”

Mamiferos No de individuos Prevalencia de infeccién por T.
cruzi

Quirdpteros 110 16.36 %

Mamiferos terrestres 42 28.57 %

Total de mamiferos silvestres = 152 19.73 %

VIII.DISCUSION

La sangre de los mamiferos puede emplearse en estudios patologicos, virolégicos y
de resistencia de enfermedades, por lo que es conveniente conservar muestras
cuando sea posible (Romero-Almaraz et al., 2000). Sin embargo Mufioz et al. (2016)
sefialan que la hematologia de animales silvestres se enfrenta a mdltiples retos por la
gran diversidad de especies, que es reflejada también en la diversidad de algunos
elementos sanguineos, esto aunado a la falta de informaciéon hematoldgica de muchas
especies en el mundo lo cual genera sesgos en el establecimiento de protocolos para
el correcto manejo y estudio de los especimenes, la sangre muestreada en este
estudio tenia la particularidad de coagularse con rapidez, en animales silvestres el
aumento de componentes sanguineos, como pueden ser las plaquetas, es comun en
animales silvestres (Villalba-aleman y Mufioz-Ramos, 2016), es asi como existen
algunos anticoagulantes que se deciden usar dependiendo a la informacion que se
requiera obtener, para conseguir extracciones de DNA son usados principalmente la

heparina de sodio, heparina de litio y el EDTA, sin embargo tanto la heparina de sodio
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como la de litio presentan la desventaja de poder presentar degeneraciéon nuclear por
lo que no se recomiendan pruebas como la PCR y también pueden presentar
coagulacion tardia, el EDTA por el contrario proporciona muestras utiles para un amplio
rango de analisis de laboratorio, analisis bioquimicos, de biologia molecular (ADN,
ARN, microARN), proteémica, etc. Por otro lado el Citrato de sodio aunque también
puede ser usado en pruebas moleculares es recomendado usarlo principalmente en
pruebas de coagulacion (Marti-Pérez et al., 2015; Mufioz, 2016), el alcohol aunque no
es un anticoagulante es usado para almacenar muestras que pueden ser utilizados
para pruebas moleculares, sin embargo es usado esencialmente en muestras de
tejidos sélidos, pues en sangre presenta coagulacion (Rizo-Aguilar et al., 2015), de
acuerdo a lo anterior y a los resultados que se obtuvieron (Figuras 9 y10) los
anticoagulante idoneos para el estudio molecular de sangre de mamiferos silvestres

son el EDTA seguido del Citrato.

La cantidad de sangre que se obtuvo en campo esta estrechamente relacionado
con el tamafio del organismo muestreado, siendo asi el grupo de los murciélagos de
los que se pudo obtener la minima cantidad. Joslin (2009) sefiala que la cantidad de
sangre a extraer es variable y dependera principalmente del peso y la talla del
individuo, en general un vertebrado debe de tener entre 6 y 10% de sangre respecto
al peso vivo del animal, de esta manera, un animal que pesa 100gr cuenta con un total
de 6 a 10ml de sangre (un gramo corresponde a un mililitro), de ese total se puede
colectar un 10%, asi pues la cantidad minima de sangre que se obtuvo con las
especies mas pequefias como Glosophaga soricina que en promedio pesa 10gr
pudiendo obtener hasta 0.06ml de sangre. Por otro lado especies considerados mas
grandes como los murciélagos del género Artibeus se puede obtener hasta 0.24 ml de
sangre de igual forma es posible obtener mas sangre en especies mas grandes como
Didelphis marsupialis. De acuerdo a los resultados obtenidos (Cuadro 3) podemos
decir que la cantidad de sangre que se obtuvo en campo fue la suficiente para evitar

perturbar demasiado a los organismos y para obtener buenas extracciones de DNA.

Elegir el método de extraccion de DNA es un paso fundamental en las técnicas

moleculares y depende del organismo bajo estudio, el tejido disponible y su estado de
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conservacion, la técnica que se aplicara posteriormente, asi como la infraestructura de
los laboratorios, los recursos econdmicos y tiempo para obtener resultados (Alejos-
veldzquez et al., 2014; Rios-Sanchez et al., 2016). En este sentido el método de
extraccion a elegir sera en funcion de los recursos con el que se cuente y en el disefio
experimental del estudio que se realizara, asi, aunque el método de sales o “salting-
out” resulta ser un método laborioso pues toma hasta cuatro dias terminarla tiene la
ventaja de ser muy economica, ademas diversos autores sefialan que este método
permite la recuperacion de grandes fragmentos de DNA (hasta 30 kb) y es menos
toxico en comparacion con otro método de extraccidon muy usado como es el fenol —
cloroformo o la variacion cloroformo — alcohol isoamilico (Baena Del Valle et al., 2013;
Rios-Sanchez et al., 2016). Por otro lado los kits comerciales disminuyen la extraccion
a unas cuantas horas porque reducen el nimero de pasos del procedimiento v,
utilizados bajo las recomendaciones de cada proveedor, garantizan una extraccion de
alta pureza ya que tanto la recuperacion del ADN como la eliminacion de
contaminantes son muy eficientes, estos utilizan matrices inorganicas compactas
cargadas positivamente capaces de retener varios microgramos de ADN y separarlos
del resto de las biomoléculas (Alejos-velazquez et al., 2014), como podemos ver estos
kit mejoran las técnicas de extraccion notablemente (Figura 10) sin embargo la gran
desventaja de estos es su alto costo comercial y que no recupera tanto DNA como en
el método anterior. El rendimiento de los kits depende del tipo de tejido y la cantidad
de muestra inicial, asi como de la capacidad de unién de la membrana (Alejos-
velazques et al., 2014), los resultados obtenidos nos indican que requiere de poca
muestra inicial para este método (cuadro 3). Osorio-Cadavid et al. (2009), Baena Del
Valle et al. (2013) y Rios-Sanchez et al. (2016) Indican que una técnica de extraccion
ideal es aquella que posee un numero limitado de pasos, minima utilizacion de
disolventes peligrosos, requerimiento limitado de equipos y que sea relativamente
econOmica, ambos métodos analizados en este estudio podrian cumplir con algunos
de estos estandares la eleccion del método a usar sera en funcién los objetivos del

proyecto y de los recursos que se tengan disponibles.

Se obtuvo una prevalencia de infeccion por Trypanosoma cruzi total de 19.73%

(de 152 mamiferos silvestres muestreados) (Cuadro 6), esto es mayor a lo reportado
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por Dominguez et al. (1990) con un 11% de positividad de 73 especimenes silvestres
dentro de la misma reserva. Cabe sefalar que las pruebas que realizaron fueron de
xenodiagndstico e histolégicas donde pudieron hallar amastigotes anidados en tejido
cardiaco. La mayor prevalencia de infeccidn que se encontrd en este estudio fue con
los mamiferos terrestres 28.57% de infeccion en 42 mamiferos muestreados, esto es
mucho mayor a lo encontrado por Solis-Franco et al. (1997) 9.21% de 141 mamiferos
muestreados, estos autores reportan infeccion en dos roedores Peromyscus
mexicanus con (5/80, 6.3%) y Heteromys desmarestianus (6/34, 17.6%) estas
prevalencias difieren a los hallados en este estudio 57.14% y 10% respectivamente
(cuadro 4), sin embargo se debe tomar en cuenta que el nUmero de mamiferos
muestreados es inferior a lo encontrado por los autores, cabe mencionar que estos
autores también capturaron murciélagos, sin embargo ninguno salié positivo. Los
roedores son considerados como parte de los reservorios naturales de Trypanosoma
cruzi, en especial los roedores caviomorfos (Dasyprocta mexicana Familia
Dasyproctidae) son considerados especies que pudieron haber co-evolucionado con
el genotipo Tcl de T. cruzi siendo este linaje autdctono de américa del sur (Deane et
al., 1986; Herrera, 2010). Si separamos a los mamiferos terrestres en los dos 6rdenes
representativos Didelphimorphia y Rodentia podemos notar que 6 roedores de los 42
mamiferos muestreados presentan infeccion por T. cruzi (14.28%) y 6 didelphimorfos
también presentan infeccion (14.28%), asi pues podemos decir que la infeccion por T.
cruzi dentro la reserva del Zapotal estd mantenida de igual forma por dos érdenes de
mamiferos terrestres Rodentia y Didelphimorphia, esto concuerda con lo hallado por
Camacho-Sierra (2016) quien reporta una prevalencia de 26.66% (16/60) mantenida
por Didelphimorfos de tres especies dentro de la Reserva el Zapotal, ademas reporta
también la circulacion del linaje Tcl. Al igual que los roedores los didelphidos son
considerados reservorios naturales y ancestrales del parasito y estos también estan
fuertemente ligados al linaje Tcl, ademas se sabe que estos mamiferos pueden
mantener altos niveles de parasitemia (Deane et al., 1986; Naquira y Cabrera, 2009;
Herrera, 2010; Ceballos, 2010).

Dentro del estado de Chiapas no se ha reportado con anterioridad infeccion por

T. cruzi en murciélagos. Sin embargo, es bien sabido que el orden QuirOptera es
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también un reservorio natural del parasito y este mantiene un genotipo especial el
TcBat el cual estd muy ligado al linaje Tcl, incluso se ha reportado infeccion humana
por parte del este mismo genotipo (Marcili et al., 2009; Ramirez et al., 2013).

Es importante poder inferir el origen de la infeccion de estos animales silvestres,
es bien sabido que el principal vector de este parasito es el insecto triatomino conocido
como chinche o talaje, sin embargo durante este estudio no se encontré ninguna
chinche, esto concuerda con lo reportado por Solis-Franco et al, (1997) quien
menciona no haber encontrado alguna chinches en la zona a pesar de que la
comunidad aledafia si tiene conocimiento de este insecto, asi pues infieren que la
infeccion se lleva a acabo principalmente por canibalismo o necrofagia. Si bien ya entre
los afios 1930 y 1950 se consideraba la transmision por via oral como un posible
mecanismo de transmisidbn en animales silvestres a través de la ingesta de
deyecciones de triatomino, el conjunto de datos obtenidos en esa época indicaban
efectivamente la posibilidad de infeccibn de reservorios por la ingestion: i) de
triatominos; ii) de alimentos contaminados por heces de los insectos; iii) de otros
animales infectados; vy, iv) por la secrecién de algunos de ellos, por lo menos de
Didelphys sp. (Jensen y Daene, 1985; Silveira, 2006; Toso et al., 2011), afios mas
tarde verificd que este mecanismo de transmisién podia involucrar al hombre. Después
del trabajo pionero de Schenone et al., (1982) se ha considerado la transmision de
Trypanosoma cruzi via oral como parte habitual del ciclo enzodtico de este parasito, a
través de la ingestion por mamiferos susceptibles de vectores portadores del parasito
o de sus deyecciones, asi como de reservorios infectados. Asi pues la alimentacién de
los mamiferos que resultaron infectados esta estrechamente relacionado con los
posibles mecanismos de trasmision antes mencionados, siendo los roedores y los
marsupiales los cuales al tener una alimentacion mas versatil pueden infectarse con
mas facilidad, cabe destacar que las cinco especies de quirdpteros que resultaron
infectados tienen una alimentacién principalmente de frutas y semillas y en menor
grado pueden consumir néctar e insectos (Hutson et al., 2001; Schnitzler y Kalko,
2001) por lo cual podemos inferir una transmision por parte de alimento contaminado
con heces de triatominos o la ingesta directa de este, por lo que no se descarta la nula

existencia del insecto vector en la zona.
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El linaje Tcl hallado en la zona concuerda con lo hallado por Camacho-sierra
(2016) en la misma reserva, el fragmento con un tamafo de 350pb correspondiente al
linaje Tcl (Figura 12) concuerda con lo reportado por Mejia y Triana (2005) y Pérez-
Espafia et al. (2019) usando los mismo oligonucleétidos. Tcl es el genotipo mas
abundante y ampliamente distribuido en América, concentrandose la infeccion humana
en Centroamérica y en paises del Norte de Sudamérica, de acuerdo a Ceballos (2010)
y Mantilla et al. (2010) este genotipo estaria relacionado tanto con ambientes
silvestres, como domeésticos, siendo en este Ultimo mas prevalente. El linaje que
predomina en la parte norte de Sur América es el linaje Tcl, tanto en ciclo silvestre
como doméstico, igualmente en Norte América y en paises de Centro América tales
como México, el linaje predominante es el Tcl (Bosseno et al., 2002).

La técnica de PCR multiple (mPCR) es la mas usada cuando se trata de
amplificar los oligonucleétidos para determinar linajes de T. cruzi, sin embargo para
este estudio se optd por separar los oligos para poder corroborar la presencia del linaje
Tcl (Figuras 12), Bolivar et al. (2014) Menciona que para obtener buenos resultados
en una PCR multiple es necesario ser muy cuidadosos con el disefio experimental,
especialmente en el disefio de primers pues cuando en una mPCR se usan oligos que
son complementarios entre si estos se unen y forman los llamados dimeros de primers
(Figura 11) reduciendo asi la cantidad de oligos disponibles en la reaccién, provocando
un menor rendimiento del amplicon de interés. Finalmente de acuerdo a los resultados
obtenidos con la aplicacién de dos pruebas PCR (punto final y tiempo real) podemos
sefalar que el uso de la PCR en tiempo real es mucho mas sensible que la punto final
debido a que puede detectar y cuantificar pocos fragmentos de DNA ya que pudo
detectar fragmentos de T. cruzi adn con los dimeros de primers formados.
Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible para detectar y
cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de templado,
el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia (Duffy, 2010;
Tamay De Dios et al., 2013)
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IX. CONCLUSION

Se confirma el genotipo linaje Tcl circulando entre mamiferos silvestres de la Reserva
ecoldgica el Zapotal en Tuxtla Gutiérrez Chiapas, el parasito es mantenido por
mamiferos considerados como sus reservorios naturales y el medio de transmision
entre estos reservorios pude ser por carnivora, canibalismo, necrofagia o por la accion
activa o pasiva del insecto vector Triatomino. Se determina una prevalencia de
infeccion por T. cruzi del 19.73% mantenido por mamiferos silvestres tanto voladores

como terrestres.

La evaluacién de las métodos de extraccion nos permitid determinar que para
estudios moleculares en muestras sanguineas de mamiferos silvestres los
anticoagulantes que brinden mejores extracciones es el EDTA y el citrato de sodio
3.8% y la cantidad de sangre a extraer dependera del peso del organismo y del método
de extraccion que se desee emplear, esto con el fin de evitar perturbar a las especies

silvestres durante el muestreo.
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