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1. RESUMEN

La enfermedad de Chagas, es una enfermedad potencialmente mortal que afecta 6rganos
vitales, en especial el corazdn y el tracto digestivo. Se estima que alrededor de 7 millones de
personas estan infectadas en todo el mundo, principalmente en Latinoamérica, donde la
enfermedad es endémica. Es causada por el parasito Trypanosoma cruzi (Trypanosomatida:
Trypanosomatidae) y transmitida por el contacto con heces de las chinches triatominas
pertenecientes a la subfamilia Triatominae, que viven en grietas o hendiduras de paredes o
techos de casas construidas con material organico. La principal estrategia de control de esta
enfermedad en Guatemala, es el control del vector, a través de vigilancia entomolégica y el
mejoramiento de la vivienda. Se ha determinado que el reconocimiento de la composicién de
especies de la microbiota intestinal podria contribuir al control biolégico de estos insectos.
Es por ello que el objetivo de este estudio fue determinar la presencia de especies de
nematodos y protozoos que forman parte de la microbiota intestinal de Triatoma dimidiata
(Hemiptera: Reduviidae) a través de analisis bioinforméaticos de secuencias de 60
especimenes de EI Carrizal, Agua Blanca, Jutiapa, previamente obtenidas por
genotipificacion por secuenciacion. Utilizando el Software Kraken, se determinaron 9
especies de nematodos y 3 de protozoos, de los cuales muchos se encuentran asociados a ser
patdgenos del ser humano y otros mamiferos domésticos y salvajes. Se determind la
presencia de 2 especies que son entomopatégenas de insectos y que podria utilizarse en
control biol6gico. Asimismo se determind que existe una relacion entre T. cruzi y las especies
de neméatodos Angiostrongylus costaricencis (Strongylida:  Angiostrongylidae),
Heligmosomoides bakeri (Strongylida: Trychostrongylidae) y Haemonchus contortus
(Strongylida: Trychostrongylidae). Estos hallazgos indican la importancia de seguir
investigando sobre las especies que componen la microbiota intestinal de T. dimidiata y como

estas pueden influir en la capacidad vectorial de insectos.


https://www.google.com/search?q=Trypanosomatidae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MDSuTCtcxCoQUlRZkJiXX5yfm1iSmZKYCgB01gT_IAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiNh_LepLXkAhUttlkKHYgXDdwQmxMoATAiegQICxAV
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Angiostrongylidae&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Trychostrongylidae&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Trychostrongylidae&action=edit&redlink=1

2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad potencialmente
mortal, que a menudo conduce a lesiones muy debilitantes en drganos vitales, especialmente
el corazdn y tracto intestinal (Schofield, 1994, p.7; Ramsey, Alvear, Ordofiez, Mufioz,
Garcia, Lopez y Leyva, 2005, p. 220; Tarleton, 2011, p.34). Se estima que de 6 a 7 millones
de personas estan infectadas en todo el mundo, principalmente en Latinoamérica, donde la
enfermedad es endémica (World Health Organization, 2017; Diaz, Villavicencio, Correia,
Costa y Haag, 2016, p. 636).

Es causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 y transmitida por el
contacto con las heces de chinches triatominas de habito hematdfago, que viven en grietas o
hendiduras de paredes o techos de casas construidas con material organico, adobe, lodo, entre
otros, en zonas rurales de Latinoamérica (Schofield, 1994, p.5; World Health Organization,
2015).

En Guatemala el principal vector de la enfermedad de Chagas es la especie Triatoma
dimidiata (Latreile, 1811) conocido tradicionalmente como chinche picuda. Este insecto se
encuentra distribuido en México, Centroamérica y Suramérica (Guhl, 2009, p. 229). En
Guatemala se encuentra en 21 departamentos del pais a excepcion de Totonicapan
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2012).

La principal estrategia de control de esta enfermedad en Guatemala se ha centrado en el
control del vector, a traves de vigilancia entomoldgica y el mejoramiento de la vivienda
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2012). Sin embargo, Engel y Moran (2003, p. 699),
Chanbusarakum y Ullman (2008, p. 318), Cirimotich, Ramirez, y Dimopoulos, (2011, p.
307), mencionan que se podria contribuir al control biolégico de insectos transmisores de
enfermedades a través del reconocimiento de la composicion de las especies de la microbiota

intestinal y su funcion en el insecto transmisor.

En este sentido se han realizado algunos estudios con algunos entomopatégenos como

hongos y bacterias en los cuales se ha demostrado que algunas especies influyen en la



ausencia de T. cruzi. Sin embargo, es importante determinar qué otras especies de simbiontes
como nematodos y protozoos, se encuentran dentro del tracto intestinal de T. dimidiata para
poder evaluar posteriormente el rol que cumplen estos organismos en el vector. Es por ello
que con esta investigacion se determinara la presencia de especies de nematodos y protozoos
que forman parte de la microbiota intestinal de T. dimidiata a través de analisis
bioinformaticos de secuencias de especimenes previamente obtenidas por genotipificacion

por secuenciacion.



3. ANTECEDENTES

2.1  Enfermedad de Chagas
La enfermedad de Chagas, causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, es una de las

enfermedades parasitarias mas graves de Latinoamérica, que presenta un impacto social y
econodmico superior a los efectos combinados de otras enfermedades parasitarias como la
malaria, leishmaniasis y esquistosomiasis (Chagas, 1909, pp. 159-161; Dias y Schofield,
1999, p. 103; World Health Organization, 1991). Esta enfermedad puede ser transmitida por
varios mecanismos, sin embargo, la transmision del parasito T. cruzi a través de las heces u
orina de insectos triatominos, es numéricamente la mas importante, que en general esta
representada por méas del 80% de todos los casos de transmision de T. cruzi a humanos (Dias
y Schofield, 1999, p. 103). Otras vias de transmision menos frecuentes son a través de
transfusiones sanguineas, trasplante de 6rganos, congénitamente, (de madre a hija) o a través
de la ingestion de alimentos o liquidos contaminados (WHO, 2017; Benchimol, 2006, pp.
132-133; Stevens, Dorn, Schmidt, Klotz, Lucero y Klotz, 2011, p. 171).

Esta enfermedad potencialmente mortal, a menudo se manifiesta en complicaciones
cardiacas o gastrointestinales, causando arritmias, aneurisma apical, insuficiencia cardiaca
congestiva, tromboembolismo y muerte stbita en la debilitacion cardiaca o enfermedades
intestinales (Ramsey et al., 2005, p. 219; Tarleton, 2011, p. 507). Es probable que en la
mayoria de casos la infeccion por T. cruzi inicie con un nimero relativamente pequefio de
parésitos (menos de cien), que crece rapidamente por todo el hospedador (Tarleton, 2011, p.
506).

Se calcula que en el mundo hay méas de 8 millones personas infectadas por el parasito (WHO,
2017). Esta enfermedad se encuentra sobre todo en zonas endémicas de 21 paises de
Latinoamérica (WHO, 2017).



2.2 Trypanosoma cruzi

2.2.1 Generalidades
Trypanosoma cruzi es un protozoo paréasito perteneciente a la familia Trypanosomatidae y al

filo Kinetoplastida (Miles, 2017, p. 1065). Los kinetoplastidos se caracterizan por tener una
unica mitocondria alargada y el ADN mitocondrial contenido en una estructura denominada
cinetoplasto (Brusca y Brusca, 2003, p. 133; Miles, 2017, p. 1065).

2.2.2 Ciclo de vida
El ciclo de vida de este parasito se caracteriza por tener transformaciones morfoldgicas que

incluyen el cambio de la ubicacion del cinetoplasto en relacién con el ndcleo y por involucrar
huéspedes vertebrados e invertebrados (Brener, 1973, pp. 348-356; Capinera, 2008, p. 821).
El huésped vertebrado se infecta cuando las heces de insectos triatominos contaminadas por
la fase mas infectiva del parasito, denominada tripomastigote metaciclico, ingresan por las
membranas mucosas o0 heridas en la piel (Bonaldo, Souto-Padron, de Souza y Goldenberg,
1988, p. 1349; Brener, 1973, p. 348). El parésito llega hasta las células del huésped en donde
se diferencian en amastigotes, que comienzan a dividirse por fision binaria (Brener, 1973, p.
348; De Souza, 1984, pp. 202-203; Tyler y Engman, 2011, p. 472). Posteriormente se
transforman en tripomastigotes no divisores que salen de los tejidos parasitados hacia el
torrente sanguineo, alli circulan por un periodo variable antes de penetrar en las células y
reanudar el ciclo (Brener, 1973, p. 348; Tarleton, 2011, p. 506; Miles, 2017, p. 1065). Los
tripomastigotes en la sangre son polimorficos, formados por formas esbeltas y anchas y la
cantidad relativa de estas formas, varia segun la cepa del paréasito (Brener, 1969, pp. 350-
351). Alternativamente pueden ser ingeridos del torrente sanguineo por un triatomino que se
alimenta de la sangre del vertebrado, en este caso los tripomastigotes se transforman en
epimastigotes que se multiplican abundantemente en el intestino medio del triatomino
infectado (Brener, 1973, p. 356; Bonaldo, et al., 1988, p. 1349). Finalmente, en el recto una
cierta proporcion de los epimastigotes se diferencia en tripomastigotes metaciclicos
infecciosos, iniciando nuevamente el ciclo (Andrews, Hong, Robbins, y Nussenzweig, 1987,
p. 474; Dias, 1934, p. 33).



En triatominos

1 La chinche se alimenta de sangre

/ ¥ defeca tripomastigotes

g Tripomastigotes metaciclicos que ingresan por las

metaciclicos en membrcnc mucosas

I intesti =
€l InTesTing f,_._‘___‘\
=
/ o

7 Multiplicacién en intestine medio

6 Epimastigotes en intesting medio

—
—

5 La chinche ze allmenh: /
de sangre e ingiere

tripoemastigotes

En vertebrados

2 Tripomastigotes  metaciclicos

\ penetran  varios  fipos  de
—
células y se transforman en

" 4 amastigotes

A
( "-\\-. 3 Amastigotes se

J) multiplican por
division binaria en
las células

Tripomastigotes puede
infectar ofras células y
transformarse en
amastigotes —

N

— ~

™,

4 Amastigotes infracelulares se
transforman en
tripomastigotes sanguineos. Al
ser  destruida  la célula
ingresan  a la  corrienfe
sanguinea

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Fuente: elaboracién propia.

2.3 Triatoma dimidiata

2.3.1 Generalidades

T. dimidiata pertenece a los insectos hemipteros de la subfamilia Triatominae, familia

Reduviidae, conocidos cominmente como chinches picudas, caracterizados por ser insectos

con habito hemato6fago y vectores del parasito T. cruzi (Schofield, 1994, p. 24; Carcavallo,

Jurberg, Lent, Noireau y Galvao, 2000, pp. 23-24).

2.3.2 Morfologia

T. dimidiata presenta una coloracion distintiva en el cuerpo que va de café oscuro a negro en

el pronoto y escutelo y en el dorso del abdomen de anaranjado a amarillo palido con barras

laterales de color negro (Lent y Wygodzinsky, 1979, pp. 223-225). EI macho puede medir

entre 24.5 a 32.0 mm, y la hembra de 24.5 a 35.0 mm; ésta diferencia puede deberse a la

disposicion de alimento y adaptaciones locales al entorno (Lent y Wygodzinsky, 1979, pp.



223-225; Lent y Jurberg, 1985, pp. 285-286). La cabeza es alargada y cilindrica, y los
hemelitros compuestos de dos a tres celdas en la membrana y cruzados en forma plana sobre
el dorso (Adarme, 2010, pp. 24-26).

T. dimidiata se distribuye desde México y centroamérica, hasta Venezuela, Colombia y el
norte de Ecuador y Per( (Capinera, 2008, p. 821; Dorn, Monroy y Curtis, 2007, p. 343),y a
lo largo de esta distribucion, presenta variedad fenotipica cromatica y morfométrica
(Soldrzano, 2015, p. 12).

2.3.3 Ecologia
T. dimidiata puede habitar una gran variedad de zonas de vida y ecosistemas que van desde

bosques premontanos muy calidos himedos y bosques tropicales himedos en Costa Rica,
hasta bosques secos y calidos en Guatemala y El Salvador (Zeleddn, Ugalde, y Paniagua;
2001, p. 671; Monroy, Bustamante, Rodas, Enriquez y Rosales, 2003, p. 800; Dorn, et al.,
2015, p. 345). Puede ocupar diferentes ecotopos que incluyen cuevas, rocas, agujeros de

arboles y nidos de vertebrados (Parra-Henao, Angulo, Osorio y Jaramillo, 2016, p. 122).

Asi también se ha observado que son atraidas por las luces de viviendas humanas, lo que
puede explicar las altas tasa de infestacion en viviendas cercanas a ambientes silvestres y que
generalmente se relacionan a poblaciones de areas rurales con limitadas condiciones sociales,
econdmicas y educativas (Lent y Wygodzinsky, 1979, p. 225; Stevens et al., 2011, pp. 179-
180; Guhl, 2009, p. 232). Las poblaciones de T. dimidiata tienden a ser m&s numerosas en
viviendas en donde sus fuentes alimenticias son mayores, sin embargo, otros factores como
el tipo de construccion de las viviendas, tipo de techado, la limpieza y organizacion de las

viviendas, influyen en la presencia de estos insectos (Monroy, et al., 2003, pp. 801-802).

Dependiendo de su asociacion con viviendas humanas, las poblaciones de estos triatominos
se han clasificado en domiciliar, peridomiciliar y poblaciones selvaticas (Zeledon, Solano,
Zuiiga y Swartzwelder, 1973, p. 369). La presencia de T. dimidiata tanto en ambientes

selvaticos como en ambientes domésticos, les ha permitido alimentarse de diferentes



reservorios selvaticos y del ser humano, y esto se ha manifestado en el transporte activo de
T. cruzi, en ambientes domésticos (Schofield, 1994, pp. 44-45; Stevens et al., 2011, pp. 185-
186).

2.4 Microbiota intestinal

2.4.1 Componentes de la microbiota intestinal
La microbiota intestinal se define como la comunidad de microorganismos que viven en el

tracto intestinal de un individuo y se encuentra representada por bacterias, arqueas y
eucariotas (Gordon, 2012, p. 1251; Douglas, 2015. p. 21).

2.4.2 Microbiota e insectos vectores
El éxito en la diversificacion y evolucién de los insectos ha dependido en parte a las multiples

relaciones que tienen con microorganismos beneficiosos (Engel y Moran, 2013, p. 699). En
insectos, la microbiota puede representar de 1 al 10% de la biomasa (Douglas, 2015, p. 18).
Los microorganismos les han permitido mejorar las dietas pobres en nutrientes, digerir
componentes alimenticios tales como recalcitrantes, protegerse de depredadores, parasitos y
patégenos, contribuir en la comunicacion inter e intraespecifica y afectar en la eficiencia

como vectores de enfermedades (Engel y Moran, 2013, p. 699).

Los microorganismos que viven en el intestino de insectos vectores tienen una importancia
en la modulacién de la competencia del vector, que es la capacidad de adquirir, mantener y
transmitir patégenos (Lane, 1994, p. 21; Diaz et al., 2016, p. 636).

2.4.3 Microbiota y triatominos
Uno de los ejemplos del uso de simbiontes de insectos para controlar enfermedades

transmitidas por vectores fue logrado por Durvasula et al., (1997, p. 3274), con insectos

triatominos transmisores de la enfermedad de Chagas.

Debido a que estos triatominos se alimentan durante todo su ciclo de vida de sangre de
vertebrados, albergan una gran cantidad de especies de bacterias simbidticas en el intestino,

siendo una de ellas Rhodococcus rhodnii Goodfellow & Anderson, 1979, que produce



nutrientes como vitaminas, que permiten al insecto compensar su dieta basada en sangre
(Ricci, Valzano, Ulissi, Epis, Capelli, y Favia 2012, p. 380). En los estudios de Beard et al.,
(2002, p. 128), Durvasula, et al., (1997, p. 3274) y Dotson et al., (2003, p. 103-104), se ha
demostrado que R. rhodnii puede ser transformada con un plasmido, permitiendo utilizar esta

técnica para el control vectorial de los triatominos.

Asi también, Diaz et al., (2016, p. 636), determinaron ciertas especies de bacterias que
componen la microbiota intestinal de 6 diferentes especies de triatominos vectores de la
enfermedad y encontraron que bacterias del género Arsenophonus Gherna et al. 1991 pueden
ser transformadas genéticamente para el control de estos insectos. Sin embargo, no se han
realizado estudios que indiquen la presencia de especies de protozoos y nematodos que
compongan la microbiota intestinal de los triatominos y si la presencia de estos esta

relacionada con la presencia de T. cruzi.

2.5  Genotipificacion por secuenciacion

Genotipificacion por secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés Genotyping by Sequencing)
es un método de analisis genético simple, rapido, altamente especifico y reproducible, que
puede alcanzar regiones importantes del genoma, que son inaccesibles a los enfoques de
captura de secuencias (Elshire, Glaubitz, Sun, Poland, Kawamoto, Buckler y Mitchell, 2011,
p.1). Esta técnica permite identificar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP por sus siglas
en inglés Single Nucleotide Polymorphism), es decir variantes nucleotidicas comunes que
pueden estar en el genoma (Baird, et al., 2008, p. 1). Se basa en la secuenciacién de ultima
generacion de alto rendimiento dirigidos por enzimas de restriccion (Elshire, et al., 2011, p.
1).

El método de GBS es utilizado en estudios de genética de poblaciones, estructuracion
genética, diversidad genomica, mapeo de rasgos en diversos organismos y metagenomica
(Chung, Choi, Juny Kim, 2017, p. 425; Elshire, et al., 2011, p. 1).
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4. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas es una enfermedad potencialmente mortal que puede ocasionar
trastornos cardiacos, alteraciones digestivas, neuroldgicas o mixtas (Woody, Woody y
Christi, 1955, p. 676; WHO, 2017). Esta es causada por el parasito T. cruzi transmitido
principalmente por el contacto de la piel abierta con las heces de insectos de la subfamilia
Triatominae (Reduviidae) (WHO, 2015).

En humanos es transmitida por 15 especies de los geéneros Triatoma Laporte, 1832,
Panstrongylus Berg, 1879 y Rhodnius Stal, 1859 que viven en hendiduras de las paredes o
techos de las casas construidas en las areas rurales de Latinoamérica (WHO, 2015); donde
las comunidades son de escasos recursos y las viviendas se construyen a partir de material
orgénico, adobe, lodo y otro tipo de material facil de acceder (Castillo y Wolff, 2000, pp. 59-
60). En Centroamérica, Triatoma dimidiata es el principal vector de la enfermedad de Chagas
(OPS, 2012). En Guatemala, se encuentra presente en 21 de los 22 departamentos
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2002), en una variedad de ecotopos selvaticos, asi
como también en el domicilio y peridomicilio, dificultando asi su control (Zeledon y Rojas,
2006, pp. 381-382; Chanquin, 2009, p. 27).

El surgimiento de chinches como plagas ha despertado interés en el control de estos insectos
(Lawrence, 2017, p. 432). En Guatemala, el control de la transmision vectorial por T.
dimidiata es la principal estrategia en contra de la enfermedad; para ello existen sistemas de
vigilancia entomoldgica con participacion comunitaria en 637 localidades en 10
departamentos (OPS, 2012). Otras estrategias incluyen el mejoramiento de vivienda para
evitar infestaciones por el vector (OPS, 2012; Schofield, 1994, p. 55).

También, Chanbusarakum et al., (2008, p. 318), Cirimotich et al., (2011, p. 307), Weiss y
Aksoy (2011, pp. 514-516) y Villay Vifia (2016, pp. 6-7) mencionan que se podria contribuir
al control bioldgico de las enfermedades transmitidas por insectos hematofagos, tal como la
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enfermedad de Chagas, a través del conocimiento y estudio de la composicion de la

microbiota intestinal y su interaccién con el insecto anfitrion.

Por lo tanto, es importante conocer a detalle acerca de las especies que conforman la
microbiota intestinal de T. dimidiata, para poder estudiar como estas interactian con el
insecto vector. Es por ello que en esta investigacion se pretende determinar las especies que
forman parte de la microbiota intestinal de T. dimidiata y si la presencia de algunas de estas

especies se encuentra relacionada con la presencia y/o ausencia del parasito T. cruzi.



12

5. OBJETIVOS

41  General
e Determinar la presencia de diferentes especies de la microbiota intestinal en Triatoma

dimidiata a través de analisis bioinforméaticos de secuencias obtenidas por

secuenciacion de nueva generacion.

4.2  Especificos
Obtener lecturas de secuencias de ADN del abdomen de chinches utilizando

secuencias gendmicas de especies de la microbiota intestinal de Triatoma dimidiata.
e Relacionar la presencia de los simbiontes encontrados en Triatoma dimidiata con la
presencia/ausencia de Trypanosoma cruzi.
e Estimar la tasa de infeccidn de distintos simbiontes de Triatoma dimidiata en las

secuencias obtenidas por secuenciacion de nueva generacion.

6. HIPOTESIS

Las especies de protozoos y nematodos que componen la microbiota intestinal de T.

dimidiata pueden ser detectadas mediante genotipificacion por secuenciacion (GBS).
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7. MATERIALES Y METODOS

6.1 Universo
El universo estd constituido por especimenes de T. dimidiata colectados de la aldea El

Carrizal, Agua Blanca, Jutiapa, Guatemala, situada en las coordenadas 14.4667 latitud Norte
y -89.5167 longitud Oeste.

La muestra esta constituida por 60 especimenes de T. dimidiata previamente secuenciados y
colectados en viviendas humanas de la aldea El Carrizal, Jutiapa

6.2 Materiales

6.2.1 Colecta
Para este estudio se utilizé informacion de secuencias de nucle6tidos obtenidas por GBS de

especimenes de T. dimidiata previamente colectados en la aldea El Carrizal, Agua Blanca,
Jutiapa, utilizando el método hombre-hora. Este método consiste en realizar una blsqueda
activa de 8:00 a 16:00 horas en viviendas humanas de triatominos con ayuda de pinzas y
linterna por parte de un investigador. Estos especimenes fueron obtenidos por muestreos
realizados por el personal del Laboratorio de Entomologia aplicada y Parasitologia (Lenap),
de la Universidad de San Carlos de Guatemala y una vez capturados, se preservaron en una
mezcla de alcohol-glicerina (Soldérzano, 2015, p. 30).

6.3 Métodos

6.3.1 Extraccién y secuenciacion ADN
La extraccion de ADN del contenido intestinal de los especimenes de T. dimidiata colectados,

fue realizada a través del kit comercial Quiagen® (DNeasy 96 Blood & Tissue Kit). Para este
procedimiento se realizé un corte y posterior maceracion de los ultimos tres segmentos del
abdomen de cada uno de los especimenes para posteriormente realizar un andlisis de calidad
y concentracion del ADN extraido utilizando Nanodrop (Thermo Scientific ®), Qubit®
Flurometric Quantitation (Life Technologies) y Electroforesis. Las muestras cuya calidad y

concentracion de ADN cumplieron los requerimientos del Genome Core Facility de la
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Universidad de Cornell, fueron utilizadas para la generacién de las Bibliotecas de
Representacion Reducida de Secuencias (Elshire et al., 2011, p.1).

La secuenciacion se llevo a cabo por el método de Genotyping by Sequencing (GBS), que
consiste en cortar el ADN utilizando enzimas de restriccion, que genera cortes en las
secuencias 5°-C TGCA |G-3’ 3°-GTACGT C-5°. Posteriormente son afiadidos adaptadores a
los que se les une los cebadores donde iniciara la polimerasa de ADN, para generar una nueva
hebra usada en la secuenciacion de las regiones adyacentes al sitio de restriccion (Davey y
Blaxter, 2010, pp. 416-420).

Durante esta secuenciacion se obtuvieron lecturas (secuencias nucleotidicas) de 85 pares de
bases. Se evalu6 la calidad (arriba de 30), contenido de guanina y citocina, y la

sobrerrepresentacion de secuencias a través de del software FastQc (Andrews, 2010).

6.3.2 Obtencion de genomas de referencia

Para poder determinar las diferentes especies de entomopatdgenos presentes en la microbiota
intestinal de T. dimidiata, se realiz6 un listado con especies de protozoos y nematodos que
se han encontrado anteriormente en T. dimidiata. A partir de este listado, se buscé el genoma
de referencia y se descargd en formato Fasta las secuencias de los genomas de estos
organismos (Anexo 1) en la pagina web del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica

(NCBI por sus siglas en inglés National Center for Biotechnology Information).

6.3.3 Analisis bioinforméaticos

Se realizé un andlisis in silico, utilizando el software Kraken (Wood y Salzberg, 2014), un
clasificador de secuencias que asigna etiquetas taxondmicas a lecturas de ADN, examinando
k-mers dentro de una lectura y consultando una base de datos con esos k-mers (Wood y
Salzberg, 2004). Para ello se instal6 el software en una computadora, con sistema operativo
Linux Mint. Posteriormente, con el script para construccion de base de datos de Kraken, se
cred la misma con genomas de referencia de 20 especies de entomopatdgenos. Esta base de

datos contenia: 1) las asignaciones de k-mer de cada taxon; 2) ubicaciones de desplazamiento
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minimizadas; 3) la estructura de arbol de taxonomia més rangos y los nombres taxondmicos.
Para evitar falsos positivos causados por emparejamiento con secuencias de baja
complejidad, se ocultaron estas regiones del genoma usando la herramienta dustmasker del
paquete blast+ de NCBI (Camacho, Coulouris, Avagyan, Ma, Papadopoulos, Bealer y
Madden, 2008).

Al finalizar la base de datos se procedid a clasificar las secuencias de cada uno de los 60
especimenes. Se obtuvo un archivo de salida para cada secuencia el cual contenia: 1) una
codigo de letra “C/U”, indicando si la secuencia era clasificada (C) o no clasificada (U); 2)
el ID de la secuencia, obtenida del formato FASTA/FASTAQ; 3) la identificacion de
taxonomia que Kraken usé para etiquetar o no la secuencia; 4) la longitud de las secuencias
en pares de bases; 5) Una lista delimitada por espacios que indica la asignacion de LCA de
cada k-mer en la secuencia. Asi también se obtuvo un archivo output de reporte que contiene:
1) el porcentaje de lecturas cubiertas por el clado enraizado en el taxon; 2) el numero de
lecturas cubiertas por el clado enraizado en el taxon; 3) NUumero de lecturas asignadas
directamente al taxon; 4) un codigo de clasificacion de letras que indica no clasificado (U),
Dominio (D), Reino (K), Filo (P), Clase (C), Orden (O), Familia (F), Género (G) y Especie
(S); 5) el ID de taxonomia de NCBI; 6) el nombre cientifico taxonémico.

Para la clasificacion taxonémica se tomo un valor de 95.43 de precision que se refiere a la
proporcion de clasificaciones correctas, del total de intento de clasificacion y un valor de
77.32 de sensibilidad, que indica la proporcién de secuencias asignadas al género correcto
(Wood y Salzberg, 2014). Asimismo para clasificar como presente 0 no una especie, se utilizé
el genoma de referencia de la especie Trypanosoma brucei Plimmer & Bradford 1899 y con
base a las lecturas que se clasificaban para esta especie se establecid que, por debajo de las

10 lecturas clasificadas para una especie, esta no podia ser tomada en cuenta como presente.

Se hizo un script para seleccionar las secuencias clasificadas y no clasificadas, y para obtener
el ID de las especies clasificadas con base en 51-meros de coincidencia. Se obtuvo un archivo

para cada uno de los 60 especimenes y se tabularon los datos.
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6.3.4 Andlisis estadisticos

Se utilizo el indice de referencia del genoma de T. cruzi anteriormente creado para determinar
en qué especimenes estaba presente el parésito. Se realizé una matriz con datos binomiales
en Microsoft Excel en donde se coloco el codigo del espécimen de T. dimidiata que fue
evaluado y las diferentes especies de entomopatégenos encontrados, incluyendo a T. cruzi.
Si algln protozoo o neméatodo fue determinado en la microbiota de T. dimidata, se coloco un
valor de 1, de lo contrario, se coloco un valor de 0. Posteriormente se realizé un analisis de
regresion logistica, mediante un modelo lineal generalizado, utilizando el programa
estadistico R (R Core Team, 2015), para determinar si la presencia de T. cruzi se correlaciona
con la presencia de otros entomopatogenos. Para ello se escogieron los modelos que
presentaron los valores de Criterio de Informacion de Akaike (AIC) mas bajos; este indice
evalUa tanto el ajuste del modelo a los datos como la complejidad del modelo, cuando mas

pequefio es el AIC, mejor es el ajuste (Cayuela, 2010).

Por ultimo, se determind en cuantos especimenes de T. dimidiata, evaluados se encontraron
cada uno de los diferentes entomopatdgenos y se estimo la tasa de infeccidn de cada estos
(De Fuentes-Vicente, Vidal-Lopez, Gutiérrez-Jiménez, Schlie-Guzman, 2016, p. 113).

7. RESULTADOS

7.1 Listado de especies

De los 60 especimenes analizados de T. dimididata, se obtuvo un total de 455 millones de
lecturas; de estas, la mayoria 367 millones (80%) no fueron clasificadas y 88 millones se
clasificaron en diferentes grupos taxondmicos de nematodos y protozoos. Después de una
clasificacion con base en 51k-mers se obtuvo un total de 1,121,123 lecturas que corresponden
a 12 (54%) especies de las 22 analizadas: 3 especies de protozoos y 9 especies de nematodos
(Tabla 1). Se asignaron 1,204,824 lecturas a nematodos y 2709 a protozoos. La especie con
mayor numero de lecturas corresponde al nematodo Strongyloides papillosus (Weld, 1856)
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(Rhabditida: Strongylidae) y la que obtuvo menor nimero de lecturas fue el protozoo
Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 (Trypanosomatida: Trypanosomatidae).

Tabla 1. NUumero de lecturas y tasa de infeccion de las especies de entomopatdgenos

encontradas en la microbiota intestinal de especimenes de T. dimidiata

Especie Filo Total de % en total
lecturas de lecturas
asignadas

Strongyloides papillosus (Weld, 1856). Nematoda 729758 0.0016

Haemonchus placei (Place, 1893). Nematoda 347711 0.0008

Steinernema monticolum StocK, Choo & Nematoda 16389 3.6E-5

Kaya, 1997.

Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) Nematoda 11085 2.43E-5

Stiles et Hassall, 1902

Parastrongyloides trichosuri Mackerras, Nematoda 9637 2.12E-5

1959.

Angiostrongylus costaricensis Morera & Nematoda 4146 9.1E-6

Céspedes, 1971.

Trypanosoma cruzi Chagas, 1909. Euglenozoa 1418 3.11E-6

Heligmosomoides bakeri Durette-Desset, Nematoda 630 1.38E-6

Kinsella & Forester, 1972

Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) Nematoda 332 7.29E-7

Crithidia acanthocephali Hanson & Euglenozoa 66 1.45E-7

McGhee, 1961

Strongyloides ratti Sandground, 1925 Nematoda 47 1.03E-7

Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 Euglenozoa 13 2.85E-8

Fuente: Datos experimentales obtenidos a través del Software Kraken.


https://www.google.com/search?q=Trypanosomatidae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MDSuTCtcxCoQUlRZkJiXX5yfm1iSmZKYCgB01gT_IAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiNh_LepLXkAhUttlkKHYgXDdwQmxMoATAiegQICxAV

18

7.2 Relacion de la presencia de los organismos con T. cruzi

Al realizar un analisis de regresion logistica se determiné que los valores de AIC se
encuentran dentro del rango de 32-70. Sin embargo, solo para los valores entre T. cruzi- A.
costaricencis, T. cruzi- Heligmosomoides bakeri y T. cruzi- Haemonchus contortus se obtuvo
un valor de p estadisticamente significativo, lo que indica que la presencia de T. cruzi esta
relacionada con las especies A. costaricencis, Haemonchus contortus y Heligmosomoides
bakeri.

Tabla 2. Valores de AIC y de significancia obtenidos al realizar un analisis de regresion

logistica entre T. cruzi y diferentes especies de nematodos y protozoos.

Especie AlC Valor de P
Strongyloides papillosus 70.899 0.992
Haemoncus placei 70.307 0.992
Angiostrongylus costaricencis 32.14 <0.05
Steinernema monticolum 67.153 0.991
Parastrongyloides trichosuri 69.665 0.182
Strongyloides stercoralis 69.797 0.254
Heligmosomoides bakeri 48.394 <0.05
Strongyloides ratti 62.67 0.993
Haemonchus contortus 60.18 <0.05
Trypanosoma rangeli 68.65 0.990
Crithidia acanthocephali 68.45 0.992

Fuente: datos experimentales utilizando el software R project.

7.3 Tasa de infeccién

De los 60 ejemplares de T. dimidiata, se determind que S. papillosus es la especie con la
mayor tasa de infeccion (98%) seguido de otras especies de nematodos que presentan tasas

de infeccién bastante altas. En cuanto a T. cruzi, para la localidad de estudio El Carrizal,



19

Jutiapa, se obtuvo una tasa de infeccion del 25%. La especie con menor tasa de infeccion

corresponde a T. rangeli (2%).

Tabla 3. Tasa de infeccidn de los diferentes parasitos presentes en la microbiota intestinal de

T. dimidiata

Especie

Tasa de infeccion

Strongyloides papillosus
Haemonchus placei
Steinernema monticolum
Strongyloides stercoralis
Parastrongyloides trichosuri
Angiostrongylus costaricensis
Trypanosoma cruzi
Heligmosomoides bakeri
Haemonchus contortus
Crithidia acanthocephali
Strongyloides ratti
Trypanosoma rangeli

98%
97%
88%
83%
45%
25%
25%
25%
16%
8%
5%
2%

Fuente: datos experimentales.
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8. DISCUSION
El microbioma de T. dimidiata es muy dindmico, y puede presentar diferencias en su
composicion de especies debido a la fuente de la que se estan alimentando, lo que a su vez
tiene influencia importante en la interaccion parasito-vector (Dumontiel, et al., 2018, p.7;

Vallejo, Suérez, Olaya, Gutierrez y Carranza, 2015, p. 112).

La presencia de especies del género Strongyloides (Grassi, 1879) en triatominos evaluados
puede deberse a que estos adquirieron larvas filariformes L3 que estan en el sistema
circulatorio del ser humano, animales domésticos (infectados por Strongyloides stercoralis),
animales de granja (infectados por Stongyloides papillosus), roedores (infectados por
Strongyloides ratti) y otros reservorios del helminto, cuando los triatominos se hayan
alimentado estos (Orantes, et al., 2018, p. 28; Ravi, Ramachandran, Thompson, Andersen y
Neva, 2002, p. 76; Jaleta, et al., 2017, p.1; Abadie, 1963, p. 243; Viney y Lok, 2011, p. 2).

Se ha demostrado que las infecciones ocasionadas por helmintos, que son altamente
prevalentes en paises tropicales y subtropicales y que estan relacionadas con areas endémicas
de la enfermedad de Chagas, pueden modular el sistema inmune del ser humano, modificando
la respuesta a otras infecciones (Salvador, Sulleiro, Sdnchez-Montalva, Martinez-Gallo,
Carrillo y Molina, 2016, p. 1). Estudios realizados indicaron que pacientes con cierta
infeccion causada por algun paréasito intestinal (mas especificamente por una infeccion por
Strongyloides stercoralis), tienen mayor probabilidad de adquirir la enfermedad de Chagas,
que aquellos no infectados (Salvador, et al., 2016, pp. 1-2; Puerta-Alcalde, et al., 2018, pp.
1-2). Esto demuestra la importancia de realizar estudios de prevalencia de parésitos en la
zona de estudio, ya que la presencia de estos podria ser un factor importante en la transmision

de la enfermedad de Chagas.

Otros nematodos determinados en este estudio estan representados por especies de los
géneros Angiostrongylus Kamensky, 1905, Haemonchus Cobb, 1898 y Heligmosomoides,
Hall, 1916 siendo estos parasitos del ser humano, ganado y roedores, que en su ciclo de vida

no presentan estadios en el sistema circulatorio (Morera y Céspedes, 1970; Gonzéalez-
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Gardufio, 2015, p.1). Orantes (2018), explica que la presencia de estos parasitos pude deberse
a que T. dimidiata podria estarlos trasportarlos de manera pasiva cuando se mueven desde
las grietas o suelo de las viviendas hasta abrasiones o heridas en el huésped. A. costaricencis,
Heligmosomoides bakeri y Haemonchus contortus, presentaron una relacién con la presencia
del pardsito T. cruzi, por lo que comprender los efectos (positivos o negativos) de estos
microorganismos en T. dimidiata, ayudard a entender mecanismos de competencia de
recursos, modulacion de la inmunidad, entre otros aspectos que influyen en la capacidad

vectorial de los insectos (Rodriguez-Ruano et al., 2018, p. 2).

Por otro lado, especies de la familia Steinernematidae (Rhabditida) son endoparasitos
obligados y letales de insectos que tienen una relacién simbidtica con bacterias del género
Xenorhabdus Thomas & Poinar, 1979 (Shapiro-Ilan, Han y Dolinksi, 2012, p. 206). En el
estudio realizado por Orantes et al., (2018), se encontr6 presencia de bacterias del género
Xenorhabdus en un triatomino evaluado, por lo que se puede correlacionar con la presencia
de estos nematodos parasitos que infectan y matan a insectos (Koneru, Salinas, Flores y
Hong, 2016, p. 2). La determinacion de la especie Stenenerma monticolum puede ser un

inicio para investigar y establecer estrategias de control en insectos triatominos.

En cuanto a los protozoos encontrados, C. acanthocephali, es un parasito presente en algunos
insectos. En un estudio realizado con Triatoma infestans (Klug, 1834) y Rhodnius prolixus,
Stal, 1859 que fueron infectados con C. acanthocephali y otros parasitos del género
Blastocrithidia Laird, 1959 y Crithidia Leger, 1902, se encontrd que estos protozoos
sobrevivian y en la mayoria de casos se reproducian en los insectos hasta 2 meses después
de la infeccién (Hanson, Mcghee y Deboe, 1968, p. 346). En otros estudios, se ha encontrado
estadios de coanomastigotes del género Crithidia en el lumen del tracto digestivo de insectos
de los drdenes Diptera, Hemiptera, Trichoptera e Hymenoptera (Lawrence, 2012, p. 333).
Otro género reportado en triatominos hematofagos es Blatocrithidia, sin embargo, no se pudo

incluir en este estudio ya que el genoma de referencia no esta disponible.
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Desde el afio 1920 se reportd la presencia de T. rangeli en la microbiota intestinal de R.
prolixus; este era confundido con T. cruzi, hasta que 30 afio después, comparandolo
morfolégicamente, se aceptd que era diferente (Alessandro, 1974, p. 139). En 1974, se
registro la presencia de T. rangeli y “otros tripanosomas parecidos” en el contenido intestinal
de triatominos de las especies T. dimidiata y Triatoma nitida Usinger, 1939, colectados en
Guatemala (Alessandro, 1974, pp. 139-140). En 1959 se reportd una tasa de infeccion de T.
rangeli del 14% en T. dimidiata mientras que en 2003 se reportd una tasa mas baja, esto
puede variar debido a que los epimastigotes encontrados en las glandulas rectales eran
considerados como T. cruzi, subestimando la presencia de T. rangeli, por lo que es bueno
considerar otras técnicas de identificacion que permitan aclarar estas discrepancias, ya que
morfolégicamente, no es facil diferenciar entre estos parasitos (Vallejo, Marinkelle, Guhl y
de Sanchez, 1988). Utilizando otras técnicas, como PCR, se ha podido distinguir y evidenciar
la presencia de T. rangeli y T. cruzi en triatominos de la especie R. prolixus, infectados por
ambos parasitos (Dorn et al., 1999, p. 741).

La diferencia de encontrar mayormente T. cruzi se puede deber a que este se desarrolla en el
tracto digestivo mientras que T. rangeli se encuentra en la hemolinfa y glandulas salivares

(Grisard, Steindel, Guarneri, Eger-Mangrich, Campbell y Romanha, 1999).

Asimismo, es importante establecer un diagndstico adecuado cuando se evalGan triatominos
ya que a diferencia de T. cruzi, T. rangeli es un parasito no infectivo y no patégeno para el
ser humano y estos dos pueden coexistir en los mismos vertebrados y vectores, lo que
dificulta un diagnostico acertado (Vallejo et al, 1988). Es por ello que el uso de herramientas
moleculares para ayudar a entender la dindmica de la transmision vectorial de ambos

parasitos es sustancial (Vallejo, et al., 2015).

La tasa de infeccion de T. cruzi también puede variar segun la localidad en donde hayan sido
colectadas, desde un 18% en el Salvador hasta un 44% en otras areas (Monroy, Rodas, Mejia,
Rosales y Tabaru, 2003, pp. 307-309). En este estudio se determind una tasa de infeccion
(tabla 3) del 25% para T. cruzi. Para otros nematodos se determinaron tasas de infeccion

bastante altas (arriba del 80%) por lo que es importante la realizacion de otros estudios para
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establecer la importancia de estos organismos, que estan presentes en la microbiota intestinal,
ya que podrian tener un rol importante en la modulacion de la competencia vectorial, es decir
en la capacidad de adquirir, mantener y transmitir patdgenos (Diaz, Villacencio, Correia,
Costa y Haag, 2016, p. 1).

Se debe considerar que los resultados obtenidos en este estudio pueden estar sujetos a errores
y dar interpretaciones confusas a pesar que se utilizé una alta sensibilidad y precision en la
clasificacion de especies con el software Kraken. Tanto las secuencias de referencia como
las secuencias obtenidas por GBS pueden estar contaminadas por ADN de otros organismos,
que pudieron ser introducido durante la colecta y preparacion de las muestras o en la

preparacion de las bibliotecas (Merchant, Wood y Salzberg, 2014, p. 1).

Asimismo se pudo obtener secuencias del contenido intestinal de T. dimidiata, que estaban
sobrerrepresentadas (Anexo 2), lo que se podria afectar en la asignacién de lecturas de las
especies (tabla 1). Otro factor que determina esto, es la abundancia de las especies presentes
en la microbiota de los triatominos, por lo que es importante realizar en futuros estudios una
estimacion de abundancia de las especies clasificadas, ya que permitird asignar correctamente
lecturas entre especies muy emparentadas, reduciendo asi falsos positivos (Nasko, Koren,
Phillippy y Treangen, 2018, p. 7; Lu, Breitweiser, Thielen y Salzberg, 2017, pp. 3-4). Esto
también podria ser importante y tener influencia en los valores de la tasa de infeccion de los
microorganismos encontrados, ya que pudo haber lecturas asignadas a especies muy
emparentadas con otras, dado que los métodos basados en k-mers no estan basados en
filogenética, sino en la composicién de las secuencias, y son susceptibles a la mala asignacion

de clados, donde la taxonomia esta en conflicto parcial con la filogenia (Nasko, et al., p. 7).



10.

24

CONCLUSIONES

El uso de secuencias obtenidas por secuenciacion de nueva generacion, en conjunto
con softwares y herramientas bioinformaticas permitio identificar y clasificar
secuencias de ADN del contenido intestinal de T. dimidiata.

Se determind la presencia de 9 especies de nematodos y 3 especies de protozoos
presentes en la microbiota intestinal de T. dimidiata, los cuales pueden tener un rol
importante en la capacidad de adquirir, mantener y transmitir patogenos.

La presencia de nematodos patdégenos de humanos y otros animales en la microbiota
intestinal de T. dimidiata manifiestan la importancia de realizar estudios de
prevalencia de parasitos en la zona de estudio, ya que la presencia de helmintos puede
un factor importante en la transmision de la enfermedad de Chagas.

Se encontrd una relacion entre el parasito T. cruzi y las especies A. costaricencis, He.
bakeri y Ha. contortus, lo que indica la importancia de estudiar estos organismos para
determinar como influyen en la presencia de T. cruzi

La importancia de la determinacion de entomopatdgenos de las especies Str.
monticolum y C. acanthocephali, se manifiesta en que especies infectan y matan a
insectos por lo que podria ser utilizadas para establecer estrategias de control en

insectos triatominos.

RECOMENDACIONES

Utilizar otros softwares como PhymmBI o Megablast para poder comparar si se
determinan o no las mismas especies encontradas usando el software Kraken.
Incluir organismos de otras localidades para establecer si existen diferencias en el
contenido de la microbiota de T. dimidiata.

Realizar estudios de parasitos intestinales para determinar la prevalencia de estos en

regiones afectadas por la enfermedad de Chagas.
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12. ANEXOS

Tabla No. 4. Listado de especies evaluadas en la micribiota intestinal de T. dimidiata y ID

del genoma de referencia de GenBank.

Especie ID de GenBank

Angiostrongylus cantonensis GCA _001884285.1
Angiostrongylus costaricencis GCA 900624975.1
Crithidia acanthocephali GCA_000482105.1
Crithidia mellificae GCA_002216565.1
Gregarina niphandrodes GCA _000223845.4
Haemonchus contortus GCA_000469685.2
Haemonchus placei GCA _900617895.1
Heligmosomoides bakeri GCA_900096555.1
Parastrongyloides trichosuri GCA _000941615.1
Steinenerma carpocapsae GCA_000757645.3
Steinenerma feltiae GCA _000757705.1
Steinenerma glaseri GCA _000757755.1
Steinenerma monticolum GCA _000505645.1
Steinenerma scapterisci GCA _000757745.1
Strongyloides papillosus GCA _005656395.1
Strongyloides ratti GCA _001040885.1
Strongyloides stercoralis GCA _000947215.1
Trypanosoma cruzi GCA_000209065.1
Trypanosoma rangeli GCA _003719475.1
Trypanosoma brucei GCA _000210295.1

Fuente: ID obtenido de la base de datos de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Anexo 1. Tabla de ID especies evaluadas en la microbiota intestinal de T. dimidiata.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/893321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/71491
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/1151961
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/148711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/2315101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/2190851
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Fuente: datos obtenidos mediante software FastQC.
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