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RESUMEN

El objetivo del estudio fue identificar mediante la amplificacion por PCR de las secuencias
ITS-1 e ITS-2 huevos del genero Ancylostoma y Viannaia en heces de Didelphis virginiana
capturadas en una localidad rural de Yucatan, México. El muestreo se realizo durante la temporada
himeda (junio a octubre 2018) y seca (noviembre 2018 a marzo 2019). El diagnostico coproldgico
se realiz6 mediante la técnica de enriquecimiento por flotacion, la amplificacion por PCR mediante
dos pares de oligonucledtidos (RTGHF1/RTGHR1) y (VianITS1-F/VianITS1-R) los cuales
amplifican la secuencia ITS-1-1TS-2 del género Ancylostoma e ITS-1 de Viannaia respectivamente.
Un total de 112 individuos D. virginiana fueron examinados mediante analisis coproldgico, de ellos
trece muestras fecales con > 2000 HPG fueron amplificadas mediante PCR. Los resultados
mostraron una prevalencia del 82 % con huevos de Viannaia sp. De las muestras amplificadas por
PCR, 8 fueron positivas a Viannaia sp. y cero a Ancylostoma sp. De los animales sacrificados todos
fueron negativos a adultos de Ancylostoma sp., mientras que nueve positivos a Viannaia sp. Este es
el primer estudio en identificar y confirmar mediante analisis molecular por PCR la presencia de
huevos que corresponden a Viannaia sp. en heces de D. virginiana, en una localidad rural de

Yucatan, México.

Palabras clave: Didelphis virginiana, Viannaia sp., Ancylostoma, Yucatan, México



SUMMARY

The aim of the study was to seek and identify by PCR amplification of the ITS-1-1TS-2 sequences
of eggs of the genus Ancylostoma and Viannaia isolated from stool of Didelphis virginiana captured
in a locality of Yucatan, Mexico. The sampling was carried out during the rainy season (June to
October 2018) and dry season (November to March 2019). The coprological diagnosis was made by
enrichment technique through flotation. PCR amplification was performance by two pairs of
oligonucleotides (RTGHF1/RTGHR1) and (VianITS1-F/VianITS1-R) which amplify the ITS-1-
ITS-2 sequence of the genera Ancylostoma and ITS-1 of Viannaia. A total of 112 D. virginiana
were examined through coprological analysis, 13 stool samples with > 2000 EPG were amplified by
PCR. The results showed a frequency of 82 % with Viannaia sp. eggs. Of the amplified PCR
samples, 8 were positive to Viannaia sp. and zero for Ancylostoma sp. All animals slaughtered were
negative to adults Ancylostoma sp. while nine positives to Viannaia sp. This is the first study to
confirm by molecular analysis PCR the presence of eggs corresponding to Viannaia sp. at D.

virginiana feces in a locality in Yucatan, Mexico.

Key words: Didelphis virginiana, Viannaia sp., Ancylostoma, Mexico
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l. INTRODUCCION

Las zariglieyas del género Didelphis, estan ampliamente distribuidas en México,
encontrandose de manera simpatrica las especies Didelphis virginiana y D. marsupialis (Gardner,
2005; Ceballos y Arroyo, 2012; Ramirez et al., 2014). La especie D. virginiana es considerado una
especie sinantropica en localidades rurales del estado de Yucatan, dado que encuentran con mayor
frecuencia en el peridomicilio, ocupando basureros, bodegas, gallineros, monticulos de piedra, y
otros materiales que utilizan como refugios temporales (Ruiz et al., 2013a). Dada su naturaleza
omnivora, los patios de las viviendas yucatecas o “solar” fungen como ecotopos para D. virginiana,
ya que las familias cuentan con arboles frutales, hortalizas y animales de traspatio, los cuales
brindan las condiciones necesarias para su supervivencia (Ruiz y Cruz, 2002, Ruiz et al. 2013Db).

En México, las zarigleyas del género Didelphis tienen una gran importancia en el area de la
salud puablica, ya que son mamiferos que participan como hospederos definitivos, intermediarios,

paraténicos y reservorios de muchos agentes patdgenos de importancia zoonética (Cruz, 2009).

En cuanto a sus nematodos parasitos, en México, se tiene informacion de varias familias
parasitando a las zarigueyas del género Didelphis, como lo son: Angionstrongylidae, Ascaridae,
Heterakoidea, Toxocaridae, Kathlaniidae, Gnathostomidae, Gonglyonematidae, Physaloptera,

Spirocecidae, Trichuridae, Capillaridae y Viannaiidae (Monet et al., 2005; Acosta et al., 2015).

La mayoria de los trabajos realizados en México con helmintos parasitando zarigiieyas de
género Didelphis, han sido realizados mediante la recolecta de nematodos adultos en el intestino u
organos de estos marsupiales, el Unico trabajo en México que reporta huevos de parasitos
gastrointestinales en heces de D. virginiana, se realizé por Aragon et al. (2018), mediante técnica de
flotacion, donde reportaron la presencia de huevos de Ancylostoma sp., Trichuris sp., Capillaria sp.,
Toxocara sp., Turgida sp., Cruzia sp., y Ascaris sp, también, reporta que la prevalencia mas alta fue

de Ancylostoma sp. con 84 %.

La informacién en cuanto a la infeccion con nematodos de la familia Ancylostomatidae, en
zarigueyas, es escasa. En algunos paises de Latinoamérica, se reporta la presencia de Ancylostoma
sp. en varias especies del género Didelphis, identificados mediante examen directo y diversas
técnicas de flotacién, sin embargo, ninguno de estos trabajos reporta la presencia de nematodos
adultos de Ancylostoma sp. (Rueda et al., 2014; Silva et al., 2017; Mufioz et al., 2017; Teodoro et
al., 2019).



En un estudio realizado en Brasil, por Teodoro et al. (2019), reportan la presencia de huevos
de Ancylostomatidae en heces de Didelphis albiventris, no obstante, al hacer la necropsia no
encontraron parasitos adultos de Ancylostoma, solo nematodos del género Viannaia sp. en los

mismos individuos antes identificados como Ancylostoma sp.

El género Viannaia (Strongylida: Viannaiidae) se encuentra ampliamente reportado en
zarigleyas de la familia Didelphidae en varios paises de América (Pinto & Gomes, 1980; Guerrero,
1985; Ellis et al., 1999; Silva & Costa, 1999; Monet et al., 2005; Tantalean et al., 2010; Scheibel et
al., 2014; Acosta et al., 2015; Chero et al., 2017; Simdes et al., 2017; Costa et al., 2018; Teodoro et
al., 2019).

El nematodo Viannaia sp., en vivo presenta una coloracion rojiza, aparente dilatacion
cefalica, son de cuerpo pequefio y se localizan en la mucosa intestinal de marsupiales americanos,
otras de las caracteristicas distintivas es la carencia de capsula bucal y dientes esofagicos, los cuales
son distintivos del género Ancylostoma, aunque por ser del orden Strongylida, ambos presentan una
bolsa copulatoria con caracteristicas diferentes (Anderson et al., 2009).

En cuanto a su impacto en la salud de las zarigiieyas, con infeccién por Viannaia sp., no se
tiene registro de causarle algun dafio severo. En lo que respecta a Ancylostoma sp., se sabe que
puede ser mortal en fauna silvestre, causandoles diarrea, anemia, crecimiento retardado, dafio en

tejido y algunos casos la muerte (Seguel y Gottdenker., 2017).

Considerando la alta prevalencia de Ancylostoma sp. en D. virginiana en el estado de
Yucatan, aunado a la similitud que existe entre los huevos de Viannaia sp. y Ancylostoma sp., asi
como la dificultad que existe para llegar a nivel especie usando Unicamente la observacion directa de
huevos de parésitos. El presente trabajo tiene como objetivo identificar mediante la amplificacion
por PCR de las secuencias 1TS-1 e ITS-2 huevos del género Ancylostoma y Viannaia en heces de

Didelphis virginiana capturadas en una localidad rural de Yucatan, México.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Distribucion geogréfica de Didelphis virginiana

Entre los géneros de la familia Didelphidae, se encuentra el género Didelphis compuesto por
dos especies simpétricas en Centroamérica, Didelphis virginiana y Didelphis marsupialis (Gardner,
2005; Ceballos y Arroyo, 2012; Ramirez et al., 2014).

La distribucion geografica de la zarigieya D. virginiana, abarca una gran diversidad de
habitats, desde los tropicales hasta los templados, ocupando las dos regiones biogeogréaficas de
América, la Neartica en el sur de Canada y la Neotropical al norte de Costa Rica, en sitios con
elevaciones que van desde el nivel del mar hasta por encima de los 3000 msnm, en las montafias de
México y Sudamérica (Ceballos y Oliva, 2005; Gardner, 2005).

En México, se encuentra practicamente en la mayoria de los estados, con excepcién de las
zonas aridas que colindan con E.U.A (Figura 1) (Gardner, 2005; Ceballos et al., 2006). El Unico
estudio de distribucion de D. virginiana que se tiene en la Peninsula de Yucatéan es el realizado por
(Jones et al., 1974) el cual reporta la presencia de D. virginiana, con mayor ocurrencia en la parte

norte del estado de Yucatan.
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Figura 1. Distribucion potencial de la zariglieya Didelphis virginiana en México. Fuente:
(Ceballos et al., 2006)



2.2. Taxonomia de Didelphis virginiana

La zariglieya Didelphis virginiana pertenece al orden Didelphimorphia, en él se integran la
mayoria de los marsupiales americanos por una sola familia Didelphidae, en México esta
conformado por siete géneros y ochos especies (Ramirez et al., 2014). Estos marsupiales son los
Unicos que han experimentado una gran radiacion adaptativa desde su aparicion en el Cretacico
superior (Gardner, 2005; Rueda et al., 2013).

Por otra parte, D. virginiana es uno de los marsupiales mas recientes en cuanto a su
especiacion con su ancestro Didelphis marsupialis, con aproximadamente 75, 000 afios (Gardner,
1973). Para la identificacion de zariglieyas del género Didelphis en zonas simpatricas, como es el
caso de D. virginiana y D. marsupialis en Centro América, Gardner (1973) estableci6 ciertos
caracteres fenotipicos para el diagndstico de cada especie, que incluyen la morfologia cromosomica,
la morfologia de los huesos del craneo, aspectos conductuales y patron de coloracion del pelaje. En
cuanto a la identificacion en campo, los patrones de coloracion del pelaje y la morfologia craneal
son algunos de los caracteres frecuentemente usados para la identificacion de zarigieyas.

Actualmente, la identificacion de Didelphis virginiana y D. marsupialis en México, se puede
llevar a cabo mediante la aplicacion de herramientas de biologia molecular, por medio de enzimas

de restriccion (RFLP’s) en complemento con la taxonomia clésica (Arcangeli y Cervantes, 2009).

La zarigiieya Didelphis virginiana, se caracteriza por tener individuos de cuerpo robusto,
relativamente pesados, con una longitud total (del hocico a la punta de la cola) que puede ir de 645 a
1017 mm, la longitud de la cola va de 225 a 535 mm, longitud de pata de 48 a 88 mm, asi como un
peso en promedio de los machos adultos de 2.8kg y las hembras adultas 1.9 kg, la coloracién del
pelaje, varia dependiendo de la regidn en que se encuentre (Gardner, 1973; McManus, 1974).

De acuerdo con Reynolds (1952), en D. virginiana existe dimorfismo sexual muy marcado
con respecto a la edad (juvenil, subadulto, adulto). En las hembras juveniles el pelaje del marsupio
es abundante y los pezones son imperceptibles, en los machos la longitud de los testiculos es igual o
menor a 15 mm, en los ejemplares subadultos, las hembras tienen el marsupio con pelo abundante y
una coloracion blancuzca, con pezones pequefios, en los machos la longitud de los testiculos es de

20mm, presencia de mancha amarilla verduzca en cuello y pecho.

En comparacion con la edad adulta, las hembras presentan una coloracion del marsupio

amarillento-naranja y los pezones son prominentes, en los ejemplares machos la longitud de los



testiculos es mayor a 20 mm, y presentan una mancha amarilla verduzca en cuello y pecho
(Hunsaker, 1977).

2.3. Ecologia y biologia de Didelphis virginiana

Las zarigieyas son animales nocturnos de habitos semi-arboricolas, su actividad durante el
dia es baja, ya que permanecen en refugios o madrigueras que son abandonadas por otras especies, 0
cualquier refugio que encuentren durante su trayecto, como huecos de arboles, monticulos de piedra,
lugares abandonados, bodegas, el dosel de los arboles de gran altura, entre otros. Cada madriguera o
refugio, es ocupado generalmente por una sola familia o por una hembra y sus crias (Hunsaker,
1977; Krause y Krause, 2006).

Un mecanismo de defensa que las zarigiieyas presentan es la tanatosis, que se refiere a la
capacidad de fingir estar muertos en situaciones de estrés o ataques de sus depredadores, por el cual

dejan su cuerpo en reposo Y al estar fuera peligro huyen del lugar para sobrevivir (Pasteur, 1982).

Las zarigieyas son de naturaleza omnivora, aunque se ha reportado que son mas carnivoros e
insectivoros que herbivoros o frugivoros; en su dieta incluyen: frutas, aves de corral, pequefios
mamiferos, insectos, cangrejos dulceacuicolas, caracoles, serpientes, anfibios, huevos de aves,
desperdicios organicos y desechos del hombre (McManus, 1974, Krause y Krause, 2006). Asi
mismo, diversos estudios han demostrado que D. virginiana, tiene una respuesta significativa con
respecto a la atraccion alimenticia de heces de otros animales “coprofagia” los cuales pueden ser una
importante fuente estacional de alimento durante el verano (Gipson et al., 2003; Livingston et al.,
2005).

El periodo de apareamiento de D. virginiana, ocurre a partir de enero o febrero hasta los
meses de junio-julio. El periodo de gestacidn, es relativamente corto, se da a los trece dias después
de la concepcidon (dia cero), los embriones que nacieron migran y se adhieren a las tetas que se
encuentran ubicadas dentro el marsupio para comenzar la fase de lactacion y crecimiento, lo cual
dura aproximadamente 60 dias, a los 100 dias desde la concepcion de las crias, se da el destete de
aproximadamente 5 a 11 crias (Reynolds, 1952; McManus, 1970; Harder et al., 1993).

La madurez sexual de las hembras, es alcanzada a los seis meses de edad, en comparacion
con los machos que se da a los ocho meses y medio. Al afio, las zarigiieyas presentan dos camadas,

en raras ocasiones se dan hasta tres, esto explica que D. virginiana, sea una especie de gran



abundancia. El promedio de vida en estado silvestre se estima de uno a cuatro afios (McManus,
1974; Hunsaker, 1977).

Dada su capacidad de habitar una gran variedad de habitats, cortos periodos de reproduccién
y alimentacion omnivora, hace de la zarigiieya un marsupial de importancia tanto biolégica como
biomédica para el ser humano, ya que se encuentra en estrecha relacion con éste, por tal motivo son
nombrados como animales sinantrépicos, ya que habitan refugios temporales artificiales creados por

el hombre (viviendas, basureros, granjas, entre otros) (Ruiz et al., 2013a).
2.4. Papel de la zarigleya en salud publica y su importancia sinantropica en Yucatan

Los animales silvestres son considerados la fuente principal de emergencia y reemergencia
de agentes zoonoticos en el ecosistema, ya que cumplen un papel importante como hospederos y
reservorios, mediante la dispersién y mantenimiento de agentes con potencial zoonético, como lo
son virus, bacterias, helmintos y protozoarios, de manera directa (heces, orina, aerosoles) o a través
sus ectoparasitos (pulgas, garrapatas) (Acha y Szyfres, 2003; Monsalve et al., 2009; Reyes et al.,
2011; Ruiz et al., 2013).

En cuanto a los marsupiales americanos, se tiene un gran cumulo de informacion acerca de
los patdgenos que portan y que transmiten, desde enfermedades virales, bacterianas, Rickettsiales,
clamidias, protozoarias, micéticas, ectoparasitos y helmintos parasitos (Potkay, 1977). Los
marsupiales del género Didelphis en México, tienen una gran importancia en el area de la salud
publica, ya que son mamiferos que participan como hospederos definitivos, intermediarios,

paraténicos y reservorios de muchos agentes patdgenos de importancia zoonética (Cruz, 2009).

En el estado de Yucatan, las zarigieyas han estado involucradas en la participacion de
enfermedades emergentes y reemergentes de importancia zoonética. Es denominado reservorio de
Trypanosoma cruzi (causante de la Enfermedad de Chagas), portador de Rickettsia felis, Salmonella
enterica, Leptospira interrogans y Toxoplasma gondii (Ruiz y Cruz, 2002; Ruiz et al., 2002;
Peniche et al., 2016; Torres et al., 2016).

En cuanto a sus parasitos gastrointestinales, se tiene registro de la presencia de huevos de
nematodos parasitos como Ancylostoma sp., Trichuris sp., Capillaria sp., Toxocara sp., Turgida sp.,
Cruzia sp., y Ascaris sp., en heces de zarigueyas D. virginiana capturadas en seis localidades del
estado de Yucatan (Aragon et al., 2018).



La mayoria de los estudios antes mencionados, han sido realizados en areas rurales del
estado de Yucatéan, ya que dichas zonas se encuentran alejadas de la capital del estado, la mayoria de
las viviendas cuentan con pequefios agroecosistemas que le proporcionan a las familias,
alimentacion, techo, y subsistencia econdmica, estos agroecosistemas son nombrados como “solar”
o “traspatio” (Jiménez et al., 1999). Los solares o traspatios funcionan como ecotopos artificiales
para la zarigleya sinantrépica D. virginiana en las localidades rurales de Yucatan, ya que le
proporcionan las condiciones necesarias para su alimentacion, reproduccion, desarrollo, y 1o mas
importante, refugios temporales, dichos refugios, como se habia mencionado con anterioridad,
pueden ser: troncos de arboles, monticulos de piedras, agujeros en la tierra, espacios como bodegas,
corrales, perreras, entre otros (Ruiz et al., 2013a).

De la misma manera, las condiciones microclimaticas de los solares, engloban las
condiciones abioticas necesarias de humedad y temperatura, que podrian estar influyendo en el caso
de los nematodos, a la supervivencia y eclosion de huevos y larvas de parésitos, quedando latentes
en el ecosistema (Bowman y Georgi, 2014; Weinstein y Lafferty, 2015).

2.5. Caracteristicas generales de los nematodos parasitos

El Phylum Nematoda se caracteriza por presentar diversas formas de vida parasita, siendo los
nematodos de las plantas los méas estudiados debido al impacto que causa en la agronomia,
afectando cultivos de importancia econémica como las leguminosas, granos, yuca, coco, cafia de

azUcar, papa, hortalizas, entre otros (Sasser y Freckman, 1987; Agrios, 2005).

Se estima que aproximadamente 16,000-17, 000 especies de nematodos han sido descritas y
que al menos existen 40, 000 especies. Asi mismo, se estima que el 33% de todos los géneros de
nematodos descritos, se encuentran como parasitos de vertebrados (Anderson, 2000).

Los nematodos parasitos son gusanos alargados, cilindricos, no segmentados y adelgazados
en sus extremos, sus dimensiones varian de tamafio con relacion a su hospedero, existiendo especies
con dimensiones de menos de 1 mm (Caenorhabditis), hasta especies que pueden alcanzar los ocho

metros de largo como Placentonema gigantisima (Roberts et al., 2009).

Los nematodos comparten caracteristicas diagnosticas entre ellos, como son la cuticula, que
generalmente es lisa, pero también puede presentar espinas, cerdas, papilas y estriaciones, entre
otros. Asi mismo, presentan cavidad bucal, faringe, recto, cloaca, vagina y poro excretor (Figura 2).

En el proceso de ontogenia, el crecimiento y desarrollo de los nematodos, es por medio de ecdisis.



Aunque el desarrollo pudiera variar dependiendo de la familia, el género e incluso la especie
(Anderson, 2000; Roberts et al., 2009).

La primera fase es el huevo, que pudiera 0 no estar larvado al salir del hospedero,
posteriormente se presentan cuatro fases larvarias, acompafiados por una muda, siendo el estadio
tres (La3), la fase infectiva para la mayoria de las especies (Roberts et al., 2009; Bowman y Georgi,
2014). En esta fase de vida del parasito, la larva cuenta con una vaina la cual la hace mas resistente
y de larga vida, y es la etapa infecciosa en muchos Strongyloides y Trichostrongyloides, asi como
las etapas de vida libre de los parésitos Rhabditida y Ancylostomatidae, los cuales son
morfolégicamente similares entre si (Anderson, 2000). En especies como Trichinella spiralis, la fase
infectante se da en el primer estadio (Anderson, 2000).

La mayoria de los nematodos son dioicos y muestran dimorfismo sexual definido. Los
machos generalmente son mas pequefios que las hembras, en su extremo posterior presentan
estructuras como papilas, bursas y alas, asi mismo son curvados y ornamentados. Su aparato
reproductor consta de uno a dos testiculos, y poseen ademas un par de espiculas esclerotizadas
acelulares de tamafio igual o desigual entre si y son de utilidad para la identificacion de las especies
(Roberts et al., 2009).

Las vias de infeccién en los nematodos varian de acuerdo con la especie que parasitan y al
tipo de ciclo de vida que presenten; entre estos pueden ser: ingesta de huevos — embrionados o0 no-,
hospederos intermediarios, penetracion de los estadios larvarios al hospedero final o asistida por

vectores como en el caso de algunos nematodos de importancia en salud publica (Cheng, 1986).
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Figura 2. Morfologia tipica de un nematodo hembra y macho. Tomado y modificado de: (Roberts et
al., 2009)

Las hembras, por su parte, poseen dos ovarios, aunque algunas especies pueden tener mas de
dos, esta caracteristica es distintiva para su clasificacion en monodelfas o didelfas. Los huevos,
resultados de la fecundacién de las hembras varian en tamafio, forma y estructura de acuerdo con la
especie. Entre las caracteristicas de cubierta de los huevos, puede ser lisa 0 rugosa, operculado en
uno o dos polos, y el contenido puede estar diferenciado (fértil, larvado, blastémeros) dependiendo
del estado de desarrollo (Roberts et al., 2009).

En ciertas familias de nematodos, para completar su desarrollo ontogénico hasta la forma
adulta, pueden requerir de hospederos intermediarios, en su mayoria invertebrados en las etapas
primeras, a este ciclo de vida donde requieren de otro hospedero, se le denomina ciclo heteroxeno o
indirecto, englobando a las familias Metastrongiloidea, Seuratoidea, Ascaridoidea, Subuloroidea,
Spirurida y Dioctophymatoidea (Anderson, 2000; Roberts et al., 2009).

En cuanto a los nematodos de ciclo de vida directo 0 monoxeno, se encuentran los ordenes
Rhabditida, Strongylida (excepto Metastrongyloidea), Cosmocercoidea y Heterakoidea, los cuales
no requieren de hospederos intermediarios para infectar a su hospedero definitivo (Anderson, 2000;
Roberts et al., 2009).



2.5.1. Identificacion y diagnostico de nematodos parasitos

La identificacion de los nematodos parésitos consiste en determinar a qué grupo taxonémico
pertenece una especie, mientras el diagnostico establece la causa y naturaleza de un caso de la
enfermedad, ambos son procesos deductivos. En cuanto al diagnéstico del parasitismo requiere que
unicamente se identifique al parésito en particular en alguna fase de su ciclo de vida en el hospedero
(huevos, larva, adulto) (Bowman y Georgi, 2014).

En cuanto a la identificacion de parasitos comunes de gatos domeésticos, perros, ganado,
ovejas, cabras, caballos y cerdos es relativamente un tema simple, ya que se tiene un cimulo de
informacion entre atlas, libros y articulos especializados. No obstante, cuando el tema de interés es
ampliado hacia animales exoticos, en cautiverio, mamiferos silvestres y aves, no basta con solo
revisar un atlas o un libro en parasitologia ya que los habitos alimenticios de cada especie de fauna

silvestre pudieran estar asociado a cierto grupo taxonémico de parasito (Bowman y Georgi, 2014).

En lo que respecta al diagnostico de infeccion por helmintos, el uso de serologia y métodos
moleculares son herramientas de diagndstico que ayudan a dar validez al diagnostico, sin embargo,
la examinacion fecal para la observacion de la presencia de huevos o larvas de nematodos parasitos

sigue siendo la técnica de rutina mas comun empleado (Taylor et al., 2016).

Entre los métodos de diagndstico que existen se encuentran: examinacion de heces (frotis
directo, flotacion, flotacion directa), recuperacion de larvas (Baermann, cultivo e identificacion de la
fase infectiva L3), recuperacion de nematodos del tracto digestivo, recuperacién de nematodos del
pulmon, recuperacién de trematodos y cestodos, métodos basados en ADN (reaccion en cadena de la

polimerasa PCR, PCR en tiempo real, piro secuenciacion, entre otros) (Taylor et al., 2016).

La morfologia de los nematodos es realmente rica en caracteres que pueden ser
potencialmente utiles, sin embargo, aun falta un instrumento ideal para su estudio y observacion: la
microscopia de luz no proporciona una resolucion suficiente y requiere afios de experiencia que
ayude a discernir ciertos caracteres que no se ven a simple vista, mientras que la microscopia
electronica (particularmente la de transmision) es demasiado costosa en cuanto a tiempo y

equipamiento para un uso eficaz de forma rutinaria. (Lee, 2002).

En contraste, las modernas herramientas moleculares pueden proporcionar de manera rapida
y econdmica una gran cantidad de caracteres, utilizando métodos estandarizados y aplicables en casi

cualquier taxon (Lee, 2002).
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2.6. Nematodos parasitos de Didelphis virginiana en México

México relne todas las caracteristicas fisicas y biologicas para ser uno de los paises méas
diversos, entre estas destaca la de poseer una topografia compleja y la convergencia de dos grandes
regiones biogeograficas; la neartica y la neotropical, con lo que se espera que la cantidad de

parésitos intestinales se vea favorecida (Lamothe et al.1997).

En nuestro pais, se han registrado 336 especies de helmintos en mamiferos, de estos 53 son
treméatodos, 46 céstodos, 11 acantocefalos, 225 nematodos y 1 hirudineo, estos fueron recolectados
en 136 taxa de mamiferos silvestres, los cuales, 123 fueron identificados a nivel de especie y 12 son
taxones indeterminados. Los registros helmintoldgicos provienen de 241 localidades de todos los
estados de la Republica con excepcion de Aguascalientes (Pérez-Ponce de Leon et al., 2010; Garcia
etal., 2012).

Una de las familias con mayor ndmero de registros helmintologicos en nuestro pais es
Didelphidae, en él se incluye las especies simpatricas en la Peninsula de Yucatan, Didelphis
virginiana y D. marsupialis, parasitadas por 30 y 16 taxa de helmintos respectivamente (Garcia et
al., 2012).

Los estudios parasitoldgicos realizados en México con la zarigiieya Didelphis virginiana, se
han llevado a cabo desde 1958 a la fecha (Monet et al., 2005). Con base a los estudios realizados por
los siguientes autores (Lamothe et al. 1981; Lamothe, 1997; Cafieda, 1997; Almeyda et al., 2000;
Monet et al., 2005; Acosta et al., 2015; Aragon et al., 2018), se proporciona la siguiente lista de

nematodos parasitos de D. virginiana reportados para México (Cuadro 1).

Los estados que registran mayor nimero de especies descritas de nematodos parasitos para
Didelphis virginiana en México son Veracruz, Guerrero y Colima. Los registros del estado de
Yucatan han sido esporadicos, ya que solo se tiene 3 especies registradas en su fase adulta (Trichuris
didelphis, Cruzia tentaculata y Turgida turgida), con el estudio de Aragon et al., (2018) se
incrementd a 9 la taxa de registros en Yucatan, con base en los huevos de los gusanos encontrados

en las heces.
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Cuadro 1. Nematodos parasitos de la zarigiieya Didelphis virginiana en México.

Nematodo parasito Localizacion Estado Referencia
Familia / especie
Ancylostomatidae Heces Yucatan Aragon et al. (2018)
Ancylostoma sp.*
Angionstrongylidae Pulmon Guerrero Monet et al. (2005), Acosta
Didelphostrongylus hayesi Oaxaca et al. (2015)
Distrito Federal
Guanajuato
Hidalgo
Morelos
Ascaridae Heces Yucatan Aragon et al. (2018)
Ascaris sp.*
Heterakoidea Intestino Tabasco Acosta et al. (2015)
Aspidodera raillieti Veracruz
Toxocaridae Heces Yucatan Aragon et al. (2018)
Toxocara sp.*
Kathlaniidae Heces, Yucatan Aragon et al. (2018), Monet
Cruzia sp.* intestino Guerrero et al. (2005)
Cruzia americana Ciego Colima Monet et al. (2005)
Guerrero
Oaxaca
Veracruz
Cruzia tentaculata Ciego, recto  Chiapas Monet et al. (2005),
Colima Lamothe et al. (1981),
Jalisco Carieda (1997), Acosta et
Veracruz al. (2015)
Yucatan
Campeche
Guanajuato
Hidalgo
Morelos
Oaxaca
Puebla
Tabasco
Gnathostomatidae Estomago Tabasco Lamothe (1997)
Gnathostoma sp.
Gnathostoma procyonis Estomago Morelos Lamothe (1997)
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Gnathostoma turgidum  Estdmago Guerrero Monet et al. (2005),
Oaxaca Lamothe et al. (1998),
Chiapas Almeyda et al. (2000),
Colima, Acosta et al. (2015)
Veracruz
Gonglyonematidae Estomago Chiapas Acosta et al. (2015)
Gonglyonema sp.
Gonglyonema mexicanum Esofago Veracruz Carieda (1997)
Physaloptera Heces Yucatén Aragon et al., (2018)
Turgida sp.*
Turgida turgida Ciego, Colima Monet et al. (2005),
estdmago Edo. de México  Lamothe et al. (1981),
Guerrero Carieda (1997), Acosta et
Jalisco al. (2015)
Michoacan
Nayarit
Oaxaca
Veracruz
Yucatan
Campeche
Guanajuato
Hidalgo
Puebla
Tabasco
Spirocecidae Estomago Guerrero Monet et al. (2005)
Didelphonema longispiculata
Trichuridae Heces, ciego  Yucatan Aragon et al., (2018),
Trichuris sp. * Guerrero Monet et al. (2005).
Trichuris didelphis Pulmon, Veracruz Carieda (1997), Acosta et
recto, ciego Campeche al. (2015)
Colima
Hidalgo
Morelos
Yucatan
Capillaridae Heces Yucatan Aragon et al., (2018)
Capillaria sp.*
Viannaiidae Intestino Guerrero Monet et al. (2005), Cafieda
Viannaia sp. Veracruz (1997),
Viannaia didelphis Intestino Colima Monet et al. (2005)



Viannaia viannai Intestino Guerrero Monet et al. (2005)
Campeche
Chiapas
Colima
Oaxaca
Puebla
Tabasco
Veracruz

Travassostrongylus sp. Intestino Chiapas Acosta et al. (2015)

* Los géneros reportados corresponden a huevos del parasito encontrado en las heces.

2.7. Generalidades del género Ancylostoma y Viannaia

Los Ancylostomatidae o “Hookworms” (inglés) pertenecen al orden Strongylida, son
pequefios nematodos bursados, con presencia de capsula bucal bien desarrollada, los cuales se
encuentran en la mucosa intestinal de sus hospederos mamiferos, alimentandose principalmente de
sangre, causandoles cuadros clinicos de diarrea, anemia, crecimiento retardado, dafio en tejidos y
algunas veces la muerte del hospedero (Anderson, 2000; Anderson et al. 2009; Bowman y Georgi,
2014).

Los Hookworms son ampliamente distribuidos en &reas subtropicales y tropicales,
parasitando una amplia diversidad de organismos, entre los que se encuentran los siguientes
ordenes: Carnivora, Artiodactyla, Primates, Rodentia, Perissodactyla, Proboscidea, Pholidota,

Afrosoricidae, Scandentia y Xenarthra (Bowman y Georgi, 2014, Seguel y Gottdenker, 2017).

Entre sus hospederos naturales, se encuentran principalmente los canidos y félidos, los cuales
mantienen especies de importancia en salud publica, como lo son: Ancylostoma caninum,
Ancylostoma braziliense y Uncinaria stenocephala, causantes de larva migrans cutanea en el ser

humano (Bowman et al., 2010).

En marsupiales americanos del género Didelphis, la informacion acerca de la infeccion con
Ancylostomatida, es escasa y limitada a nivel taxondmico. Entre estos estudios se encuentran los
siguientes: en Colombia se reportd la presencia de huevos e individuos adultos de Ancylostoma sp.
en heces y en el intestino delgado de Didelphis marsupialis, los cuales fueron identificados por
medio de examen directo, flotacion y técnica de Sheater (Rueda et al., 2014; Mufioz et al., 2017). En
el estado de Alagoas, Brasil, Silva et al. (2017) también identificaron en heces de Didelphis

albiventris, mediante la técnica coproldgica de Willis-Molay la presencia de huevos de Ancylostoma

sp.
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Los trabajos mencionados anteriormente, fueron realizados mediante técnicas coproldgicas y

necropsias sin descripcion de los huevos o ejemplares encontrados.

En lo que respecta a México, se reportd una prevalencia del 84.5 % de Ancylostoma sp. en 84
muestras de heces procedentes de Didelphis virginiana en seis localidades rurales del estado de
Yucatén, el diagnostico se realiz6 mediante la técnica de flotacion con solucion saturada de glucosa,
por lo cual, solo se reporta la presencia de huevos del parasito en heces (Aragén et al., 2018).

La ancylostomiasis es la infeccion causada por la presencia y accion de larvas y adultos de
diversas especies del género Ancylostoma, localizado en el intestino delgado y otros tejidos de
animales domésticos, silvestres y humanos, por tal motivo es considerada como una zoonosis (Acha
y Szyfres, 2003). En el humano, puede causar larva migrans cutanea (LMC) por infeccion
percutdnea de la larva infectante (L3) de Ancylostoma caninum, A. braziliense o Uncinaria
stenocephala o enteritis eosinofilica por la ingesta de larvas (L3) de A. caninum, mediante agua o

alimentos contaminados (Gomez et al., 2013).

En esquemas de clasificacion basados en la capsula bucal, los Ancylostomatidae algunas
veces son agrupados con los Strongyloidea, ya que ambas superfamilias cuentan con céapsulas
bucales globulosas. Sin embargo, la similitud en cuanto sus ciclos de vida, bursa copulatoria,
tropismo hacia el intestino delgado y la presencia de un ovoyector tipo Trichostrongyloidea, hacen
de los Ancylostomatida més cercanos a los Trichostronyloidea que a Strongyloidea (Anderson et al.
2009).

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de huevos de Ancylostoma sp. son ovalados de
aproximadamente 55-75 pm de largo por 35-45 um de ancho, cubierta fina y transparente, tiene 6-8
celulas al salir con las heces. Mientras que los adultos, se caracterizan por medir entre 9- 11 mm,
siendo las hembras un poco mas largas (12-15mm), asi también, presentan una larga camara bucal,
esofago estrecho y musculoso en forma de botella. Por ser parasitos hemat6fagos, poseen 3 pares de
dientes en la porcion marginal y un par en la porcion ventrolateral (Cordero del Campillo et al.,
1999; Bowman y Georgi, 2014).

El estudio més reciente en cuanto a la familia Ancylostomatidae y Trichostrongylidae en
zarigueyas del género Didelphis, reportan la presencia de ambas familias en heces de Didelphis
albiventris y D. aurita en areas urbanas y selvaticas de Sao Paulo, Brasil, sin embaro, al realizar la

necropsia de 17 D. albiventris, no encontraron ningin individuo en su estadio adulto de la familia
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Ancylostomatidae, aunque, si encontraron individuos del género Viannaia los cuales pertenecen al

suborden (Trichostrongylina) (Teodoro et al., 2019).

En cuanto a las especies de Viannaia, segun la ultima descripcion de Guerrero (1985),
actualmente se tiene un total de 18 especies: V. viannaia Travassos 1914, V. hamata Travassos
1914, V. conspicua Travassos 1914, V. pusilla Travassos 1914, V. skrjabini Lent y Freitas 1937, V.
philanderi (Wolfgang 1951), V. monodelphisis Durette-Desset 1968, V. metachirops Durette-Desset
1974, V. cayanennsis (Diaw 1974), V. didelphis (Travassos 1914); V. bisbali Guerrero 1985, V. reigi
Guerrero 1985, V. tenorai Guerrero 1985, V. minuspicula Guerrero 1985, V. guayamensis Guerrero

1985, V. venezuelensis Guerrero 1985, V. gabaldoni Guerrero 1985 y V. barusi Guerrero 1985.

Los nematodos del género Viannaia son de cuerpo pequefio y filiforme, se localizan en la
mucosa del intestino y en vivo tienen una coloracidn rojiza, aunque cuando son fijados en alcohol
toman un color blanco, se contraen y toman una forma enrollada o en espiral (de 2 a 4 vueltas sobre
si mismo), lo que dificulta su procesamiento. El género Viannaia se caracteriza por tener un sinlofe

con tres aretes ventrales orientados hacia la izquierda con una formula bursal 2-1-2 (Durette, 1983).

Las hembras son monodelfas y presentan utero lineal — lo cual es una caracteristica
diagnostica, propuesta por Desset y Chabaud, 1981- huevos dispuestos en tdndem los cuales miden
entre 45- 55 um de largo por 25 a 35 um de ancho. Los machos carecen de gubernéculo. Poseen una
bolsa copulatriz simétrica con tres lobulos; en cada I6bulo un par de radios ventrales, carecen de

capsula bucal y dientes esofagicos (Desset y Chabaud, 1981; Anderson, 2009).

En lo que respecta al ciclo de vida de Viannaia, no se sabe en cuanto al género, no obstante,
el patron basico de los trichostrongiloideos es de ciclo de vida directo, los huevos son liberados en el
ambiente con las heces del hospedero; la larva emerge del huevo y muda hasta la fase infectiva de
tercer estadio. La infeccion puede llevarse a cabo en dos maneras dependiendo del hospedero: en el
patrén mas primitivo, la larva de tercer estadio penetra la piel de su hospedero, mientras qué en el
patrén mas evolucionado, la larva infectante es ingerida (Durette, 1985).

La presencia de Viannaia en zarigueyas del género Didelphis en México, es reportado por
primera vez en Veracruz por Carieda (1997) posteriormente, se reporta en los estados de Colima,
Guerrero, Campeche, Chiapas, Oaxaca, Puebla, Tabasco y Veracruz (Monet et al., 2005; Acosta et
al., 2015).
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I11.  HIPOTESIS

Las zarigieyas Didelphis virginiana capturadas en dos temporadas climaticas en las viviendas de la
localidad de Komchén, Yucatan, México, tendran la presencia de huevos del género Ancylostoma y

Viannaia identificados mediante la amplificacion por PCR convencional.

V. OBJETIVOS
Objetivo general

Identificar por PCR convencional la presencia de huevos de nematodos del género Ancylostoma y
Viannaia en heces de la zariglieya Didelphis virginiana capturadas en dos temporadas climaticas en

la localidad de Komchén, Yucatan, México.
Objetivos especificos

e Identificar a nivel de género los huevos de nematodos de Ancylostoma y Viannaia mediante
la amplificacién por PCR convencional de la secuencia ITS-1 e ITS-2 en el ADN de las
heces de zariglieyas Didelphis virginiana capturadas en las viviendas de localidad de

Komchén, Yucatan, México.

e Estimar la prevalencia de huevos de Ancylostoma o Viannaia en heces de zarigleyas
Didelphis virginiana capturadas en las viviendas de la localidad de Komchén, Yucatéan,
Mexico.

e Determinar diferencias en la prevalencia de infeccion de huevos de Ancylostoma o Viannaia
en relacion con los pardmetros poblacionales (sexo y edad) y la temporada climética de las
zarigiieyas Didelphis virginiana capturadas en las viviendas de la localidad de Komchen,

Yucatan, México.
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Resumen

El objetivo del estudio fue identificar mediante la amplificacion por PCR de las secuencias
ITS-1 e ITS-2 huevos del género Ancylostoma y Viannaia en heces de Didelphis virginiana
capturadas en una localidad rural de Yucatan, México. EI muestreo se realiz6 durante la temporada
hdmeda (junio a octubre 2018) y seca (noviembre 2018 a marzo 2019). El diagndstico coproldgico
se realiz6 mediante la técnica de enriquecimiento por flotacion, la amplificacion por PCR mediante
dos pares de oligonucledtidos (RTGHF1/RTGHR1) y (VianlTS1-F/VianITS1-R) los cuales
amplifican la secuencia ITS-1-1TS-2 del género Ancylostoma e ITS-1 de Viannaia respectivamente.
Un total de 112 individuos D. virginiana fueron examinados mediante analisis coproldgico, de estos
trece muestras fecales con > 2000 HPG fueron amplificadas mediante PCR. Los resultados
mostraron una prevalencia del 82 % con huevos de Viannaia sp. De las muestras amplificadas por
PCR, 8 fueron positivas a Viannaia sp. y cero a Ancylostoma sp. De los animales sacrificados todos
fueron negativos a adultos de Ancylostoma sp., mientras que nueve positivos a Viannaia sp. Este es
el primer estudio en identificar y confirmar mediante andlisis molecular por PCR la presencia de
huevos que corresponden a Viannaia sp. en heces de D. virginiana, en una localidad rural de

Yucatan, México.

Palabras clave: Didelphis virginiana, Viannaia sp., Ancylostoma, México
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Introduccion

Las zariglieyas del geénero Didelphis, estan ampliamente distribuidas en México,
encontrandose de manera simpatrica las especies Didelphis virginiana y D. marsupialis (Gardner,
2005; Ceballos y Arroyo, 2012; Ramirez et al., 2014). La especie D. virginiana es considerado una
especie sinantropica en localidades rurales del estado de Yucatan, dado que encuentran con mayor
frecuencia en el peridomicilio, ocupando basureros, bodegas, gallineros, monticulos de piedra, y
otros materiales que utilizan como refugios temporales (Ruiz et al., 2013a). Dada su naturaleza
omnivora, los patios de las viviendas yucatecas o “solar” fungen como ecotopos para D. virginiana,
ya que las familias cuentan con arboles frutales, hortalizas y animales de traspatio, los cuales
brindan las condiciones necesarias para su supervivencia (Ruiz y Cruz, 2002, Ruiz et al. 2013Db).

En México, las zariglieyas del género Didelphis tienen una gran importancia en el area de la
salud puablica, ya que son mamiferos que participan como hospederos definitivos, intermediarios,

paraténicos y reservorios de muchos agentes patdgenos de importancia zoonética (Cruz, 2009).

En cuanto a sus nematodos paréasitos, en México, se tiene informacion de varias familias
parasitando a las zarigueyas del género Didelphis, como lo son: Angionstrongylidae, Ascaridae,
Heterakoidea, Toxocaridae, Kathlaniidae, Gnathostomidae, Gonglyonematidae, Physaloptera,

Spirocecidae, Trichuridae, Capillaridae y Viannaiidae (Monet et al., 2005; Acosta et al., 2015).

La mayoria de los trabajos realizados en México con helmintos parasitando zarigiieyas
Didelphis, han sido realizados mediante la colecta de nematodos adultos en el intestino u organos de
estos marsupiales, el Gnico trabajo en México que reporta huevos de parasitos gastrointestinales en
heces de D. virginiana, se realizdé por Aragén et al. (2018), mediante técnica de flotacion, donde
reportaron la presencia de huevos de Ancylostoma sp., Trichuris sp., Capillaria sp., Toxocara sp.,
Turgida sp., Cruzia sp., y Ascaris sp, también, reporta que la prevalencia mas alta fue de

Ancylostoma sp. con 84 %.

La informacién en cuanto a la infeccion con nematodos de la familia Ancylostomatidae, en
zarigueyas, es escasa. En algunos paises de Latinoamérica, se reporta la presencia de Ancylostoma
sp. en varias especies del genero Didelphis, identificados mediante examen directo y diversas
técnicas de flotacién, sin embargo, ninguno de estos trabajos reporta la presencia de nematodos
adultos de Ancylostoma sp. (Rueda et al., 2014; Silva et al., 2017; Mufioz et al., 2017; Teodoro et
al., 2019).
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En un estudio realizado en Brasil, por Teodoro et al. (2019), reportan la presencia de huevos
de Ancylostomatidae en heces de Didelphis albiventris, no obstante, al hacer la necropsia no
encontraron parasitos adultos de Ancylostoma, solo nematodos del género Viannaia sp. en los

mismos individuos antes identificados como Ancylostoma sp.

El género Viannaia (Strongylida: Viannaiidae) se encuentra ampliamente reportado en
zarigleyas de la familia Didelphidae en varios paises de América (Pinto & Gomes, 1980; Guerrero,
1985; Ellis et al., 1999; Silva & Costa, 1999; Monet et al., 2005; Tantalean et al., 2010; Scheibel et
al., 2014; Acosta et al., 2015; Chero et al., 2017; Simdes et al., 2017; Costa et al., 2018; Teodoro et
al., 2019).

El nematodo Viannaia sp., en vivo presenta una coloracion rojiza, aparente dilatacion
cefalica, son de cuerpo pequefio y se localizan en la mucosa intestinal de marsupiales americanos,
otras de las caracteristicas distintivas es la carencia de capsula bucal y dientes esofagicos, los cuales
son distintivos del género Ancylostoma, aunque por ser del orden Strongylida, ambos presentan una
bolsa copulatoria con caracteristicas diferentes (Anderson et al., 2009).

En cuanto a su impacto en la salud de las zarigiieyas, con infeccién por Viannaia sp., no se
tiene registro de causarle algun dafio severo. En lo que respecta a Ancylostoma sp., se sabe que
puede ser mortal en fauna silvestre, causandoles diarrea, anemia, crecimiento retardado, dafio en

tejido y algunos casos la muerte (Seguel y Gottdenker., 2017).

Considerando la alta prevalencia de Ancylostoma sp. en D. virginiana en el estado de
Yucatan, aunado a la similitud que existe entre los huevos de Viannaia sp. y Ancylostoma sp., asi
como la dificultad que existe para llegar a especie mediante la observacion directa de huevos de
parésitos. El presente trabajo tiene como objetivo identificar mediante la amplificacién por PCR de
las secuencias ITS-1 e ITS-2 huevos del género Ancylostoma y Viannaia en heces de Didelphis

virginiana capturadas en una localidad rural de Yucatan, México.
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Materiales y métodos
Area de estudio

El estudio se llevo acabo en la comunidad de Komchén (21°06°11” N y 89°39°41”°W), en un
area rural localizada al norte del estado de Yucatan, México. La localidad cuenta con una poblacion
de 4,259 habitantes (INEGI, 2010). El clima es de tipo AwO0 (i) gw’’, semiseco muy calido y calido
subhimedo con lluvias en verano y poca oscilacion térmica. La temperatura media anual es de 26°C
(rango 16-36° C) con una precipitacion anual de 700 mm con mayor ocurrencia de lluvias en verano,
la vegetacion estd conformada por selva caducifolia y el suelo predominante es de tipo Leptosol
(Orellana, 2010).

Captura de zarigiieyas

Las zarigueyas fueron capturadas en dos periodos climaticos; de junio a octubre del 2018
(periodo humedo) y de noviembre 2018 a marzo del 2019 (periodo seco), en 100 casas
seleccionadas a conveniencia y previa autorizacion de las familias. Cada mes se colocaron 100
trampas Tomahawk (66 x 23 x 23 cm; Tomahawk Live Trap Co.), una por cada casa seleccionada,
las trampas fueron cebadas con pifia y colocadas al atardecer en el patio o “solar” de cada vivienda,
de igual manera, fueron retiradas a la mafana siguiente. Los animales capturados fueron
transportados al laboratorio de zoonosis y otras enfermedades transmitidas por vectores, para la
toma de datos somaticos y la obtencion de muestras bioldgicas. La transportacion se realizd
mediante las condiciones que minimicen el estrés y malestar de los animales, considerando las
recomendaciones para el manejo de fauna silvestre con fines de investigacion (NOM-062-ZO0-
1999; Sikes, 2016).

Colecta de heces y analisis coproparasitologicos

Las zariglieyas presentan tanatosis, este comportamiento se caracteriza por defecar y orinar
durante su manejo en el laboratorio (Krause & Krause, 2006). Las muestras de heces fueron
obtenidas conforme a lo descrito por Rodriguez & Cob (2005), aproximadamente de dos a tres
gramos de heces directamente de la jaula o tomada del recto de cada animal, y posteriormente
fueron colocadas en bolsas tipo Ziploc (12.5 x 8 cm) y almacenadas en condiciones de refrigeracion
(4° C) hasta su analisis. EI examen coproparasitoldégico se realiz6 mediante la técnica de

enriquecimiento por flotacidon con solucion saturada de glucosa (SSG) descrita por Rodriguez & Cob
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(2005). El conteo de huevos por gramo de heces se realiz6 mediante la técnica de McMaster
modificada descrita por Rodriguez & Cob (2005), donde se us6 1 g de heces y 14 ml de SSG.

Examinacion de las zarigieyas

En el laboratorio se tomaron los datos somaticos de las zarigiieyas tales como el sexo y la
edad. El sexo se identifico por observacion de los genitales, y la edad mediante su formula dental de
juveniles cuando presentan 5/4, 1/1, 3/3, 3/4 y adultos 5/4, 1/1, 3/3, 4/4 (Haro et al., 2018).

A las zarigueyas con mayor excrecion de huevos por gramo de heces (HPG) de Viannaiidae se
les realizé la eutanasia mediante las indicaciones de la NOM-033-SAG/Z00-2014.

Para ello, las zariglieyas fueron sedadas por administracion intramuscular en la region glutea
con hidrocloruro de ketamina (30 mg/kg) asociado con xilacina (2 mg/kg), posteriormente se le
aplico una sobredosis via intracardiaca de 5 ml de pentobarbital sodico. En la necropsia se colecto
los 6rganos del sistema digestivo de los animales, los cuales fueron colocados en cajas de Petri con
solucion salina, se revisO principalmente el intestino delgado. Los nematodos recuperados del
intestino delgado fueron fijados con alcohol etilico al 70 % para su identificacion y otros con EtOH
100% para estudios moleculares. Los nematodos se aclararon con lactofenol y se realizaron

montajes temporales para la toma de medidas y fotografias.
Métodos moleculares

Para confirmar los resultados observados en el microscopio, se seleccionaron las muestras de
heces de D. virginiana con mayor excrecion de HPG y se extrajo el ADN. Las muestras
seleccionadas, fueron sujetas a diagnéstico molecular por PCR para complementar el diagnostico

realizado por microscopia Optica.
Extraccion de ADN de nematodos adultos

Nematodos adultos de Ancylostoma caninum fueron aislados del intestino delgado de perros
sacrificados en la sala de necropsia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma de Yucatan, México, y su ADN fue usado como control positivo en la PCR.

En cuanto a Viannaia se uso como control positivo los nematodos adultos aislados de D. virginiana.

La extraccion de ADN de A. caninum aislados del perro, asi como, los nematodos de

Viannaiidae colectados del intestino delgado de D. virginiana, se realizé mediante el DNeasy Blood
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& Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
muestras de ADN fueron almacenadas a — 20° C hasta su analisis.

Extraccion ADNen heces de zarigieyas

Se seleccionaron trece muestras de heces de D. virginiana con la mayor eliminacion de huevos
(> 2000 HPG) de nematodos con el fin de asegurar una mayor cantidad de ADN del parésito.
Trescientos microgramos de heces de cada animal fue colocado en un tubo de 1.5 ml y almacenados
en un ultracongelador (-80 °C) (Kaltis international, Taiwan), posterior a 24 horas se extrajo el ADN
mediante el QIAamp DNA Mini Stool Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Amplificacién del fragmento ITS-1 e ITS-2 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

para el género Ancylostoma

La amplificacién del fragmento ITS-1 e ITS-2 del género Ancylostoma, fue realizado mediante
los oligonucleo6tidos; Forward RTGHF1 (5'-CGTGCTAGTCTTCAGGACTTTG-3") y Reverse
RTGHRI1 (5'-CGTTGTCATACTAGCCACTGC-3"), los cuales amplifican a 679 pares de bases (pb)
region conservada de A. tubaeforme, 680 pb region de A. caninum y A. duodenale, por Gltimo, 690
pb region de A. ceylanicum (Traub et al., 2004). La mezcla de PCR fue realizado en un volumen
final de 20 pl conteniendo 1.25ul (12.5 pmol) de cada oligonucledtido, 1 ul de MgCly, 1ul de
Dimethyl Sulfoxide (CH3)2SO, 0.50ul de Triton X-100 (Bio-Rad), 10ul de Go Tag® Polimerasa
(Promega Corporation, Madison, USA) y 5 ul de ADN. Las condiciones de la PCR fueron a 94° C
por 2 min, 64° C por 1 min 72° C por 2 min seguido de 50 ciclos de 94° C por 30 s, 64° C por 30 s,
72° C por 30 s y 1 ciclo de 72° C por 7 min. Los amplicones fueron visualizados en un gel de
agarosa (1.5%) con buffer TBE 1x a 100 V por 45 min. Control positivo ADN Ancylostoma

caninum, control negativo mezcla de PCR.
Amplificacion del fragmento ITS-1mediante PCR para el género Viannaia

Para la amplificacion del fragmento ITS-1 para el género Viannaia se disefiaron
oligonucleotidos. Las secuencias de nucleotidos para el gen ITS-1 de Viannaia viannai (nimero de
acceso GenBank JX877687), V. minispicula (nimero acceso GenBank JX877696), V. hamata
(nimero acceso GenBank JX877695), V. didelphis (nimero acceso GenBank JX877689, JX877688)
se obtuvieron del GenBank. Las secuencias fueron alineadas mediante Clustal W con el programa
Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Los oligonucleotidos F: VianITS1-F (5°-
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ATGTCATGAGTCGTTCTTGAGT-3") y R: VianITS1-R (5’-CGGCGCTATGCGTTCAAAAT-3")
son disefiados para amplificar la region ITS-1 de Viannaia viannai a 391 pares de bases (pb), V.
minispicula a 386 pb, V. hamata a 391 pb y V. didelphis a 392 pb. La mezcla de PCR fue realizada
en una concentracion final de 20 ul conteniendo 1ul de cada oligonucleétido 10pmol, 10 ul de
GoTag® (Promega Corporation, Madison, USA), 3 pl de H20 y 5 pul deADN. Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: 95° C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95° C por 40 s, 58° C por 1 min,
72° C por 1 min, seguido de 1 ciclo de 72° C por 5 min. Los productos se visualizaron en un gel de
agarosa al 1.5% con buffer TBE 1x a 100 V por 45 min. Control positivo se iso ADN de Viannaia

sp. y control negativo mezcla de reaccion.
Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se calculo la prevalencia de los animales infectados. Los analisis
estadisticos fueron calculados con intervalos de confianza del 95% (Bush et al., 1997; Rézsa et al.,
2000), y fueron estimados con Quantitative Parasitology 3.0 (Reiczigel et al., 2019). Para identificar
los factores asociados a la infeccion, se realizé una prueba de X? (andlisis univariado) mediante
tablas 2x2, como variables independientes se usé el sexo (macho y hembra), la edad (juvenil y
adulto) y temporada climética (himeda y secas) los andlisis estadisticos se realizaron en el programa
Epilnfo™ (Dean et al., 2011).

Resultados

Un total de 112 zarigiieyas Didelphis virginiana fueron examinadas mediante examen
coproparasitologico, de estos; 57 fueron machos y 55 hembras (81 adultos y 31 juveniles), en la

temporada humeda se capturaron 65 animales, mientras en secas 47.

De las 12 zarigleyas sacrificadas durante los diez meses de estudio (8 en la temporada
himeda y 4 en secas), en nueve zariglieyas se encontraron adheridos en la parte anterior de la
mucosa intestinal nematodos adultos que carecieron de diente esofagico, ausencia de labios y de

estructura tipo mandibula.

Los nematodos se caracterizaron por tener el cuerpo pequeiio y filiformes, localizados en la
mucosa del intestino y en vivo presentaron una coloracion rojiza, aunque, una vez fijados con
alcohol, se contrajeron y se enrollaron entre si, los machos (de 2 a 4 vueltas) y las hembras (de 2 a 8

vueltas) (fig. 1A). Los machos presentaron una bolsa copulatoria en el extremo distal con una
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férmula bursal 2-1-2 (fig. 1B). Tanto los machos como las hembras presentaron una dilatacion
cefalica con una capsula bucal poco prominente (fig. 1C), las hembras, presentaron Gtero en forma
lineal y huevos dispuestos en tdndem de forma eliptica (fig. 1D). Para llegar a género se uso la guia
de Guerrero (1985).

Fig. 3. Nematodo Viannaia sp. (A) nematodos vivos observados desde el estereoscopio. (B)Viannaia sp. macho,
presencia de bolsa copulatriz en la parte distal 10x. (C) dilatacion cefalica en ambos sexos 40x. (D) Viannaia sp.
hembra, Gtero de forma lineal y huevos dispuestos en tindem 40x. (E) bolsa copulatriz del macho, presencia de espiculas
filiformes 40x. (F) huevos de Viannaia sp. (45-55 um por 25-35 um) observados en las heces de D. virginiana 40x. (G)
huevos de la hembra dispuestos en tandem 40x. (H) Utero en forma lineal de la hembra a 40x.

En cuanto a la identificacion molecular por PCR las 13 muestras de ADN de heces de D.
virginiana resultaron negativas a la amplificacion de los fragmentos del gen ITS-1-1TS-2 del género
Ancylostoma (fig. 2). Ocho de trece muestras de ADN de heces de D. virginiana resultaron positivos
a la amplificacion del fragmento ITS-1 del género Viannaia (fig. 3). Sin embargo, no se pudo

observar las diferencias de pares de bases entre especies de Viannaia en el gel de agarosa, por lo
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tanto, se decidié como género Viannaia. Las muestras restantes que resultaron negativas pudiesen
deberse a que quiz& exista otra u otras especies del orden Strongylida, que no pertenece a
Ancylostoma ni a Viannaia. Para asegurar la fidelidad de los oligonucledtidos, se coloc6 ADN de

Ancylostoma caninum y Lagochilascaris minor en la PCR, los cuales resultaron negativos (fig. 3).

Con base en estos resultados se pudo diagnosticar que los nematodos eliminados en muestras

de fecales de D. virginiana el 61.50 % fueron del género Viannaia (Cuadro 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 N P M

Fig. 4. Amplificacion de la PCR del fragmento ITS-1- ITS-2 del género Ancylostoma. Carriles: 1-13, ADN de heces de
D. virginiana > 2000 HPG; N, control negativo mezcla de reaccion; P, control positivo ADN de Ancylostoma caninum;
M, marcador de pares de bases (Invitrogen™ TrackIt™ 100 bp DNA Ladder).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 N P M P 14 15

Fig. 5. Amplificacion de la PCR del fragmento ITS-1 del género Viannaia. Carriles: 1-13, ADN heces de D. virginiana

> 2000 HPG; N, control negativo mezcla de reaccién; P, control positivo ADN de Viannaia sp.; M, marcador de pares
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de bases (Invitrogen™ TrackIt™ 100 bp DNA Ladder). 14, ADN control Lagochilascaris minor; 15, ADN control
Ancylostoma caninum.

Asimismo, se identificaron en las muestras fecales nematodos de Cruzia sp. (63%), Turgida
sp. (32 %) y Trichuris sp. (18 %). En el andlisis de factores asociados a la infeccion de D. virginiana
con Viannaia sp. La prueba de X? no mostrd factores asociados significativamente: sexo
(X?=0.1862, df=1, P > 0.05), edad (X?=2.2452, df=1, P > 0.05) y temporada del afio (X?=0.1616,
df=1, P > 0.05).

Cuadro 1. Resultados de la intensidad promedio (HPG) y la relacién entre la prevalencia de
infeccion con huevos de Viannaia sp. y los pardmetros poblacionales de 112 Didelphis virginiana

(sexo y edad) y temporada climatica de captura (himeda y seca).

NUmero de Animales

Variables ] ] Prevalencia % (1.C. 95%)
animales infectados
Sexo
Machos 57 49 86 (74.2-93.7)
Hembras 55 40 72.7 (59-83.9)*
Edad
Juvenil 31 28 90.3 (74.2-98)
Adulto 81 61 75.3 (64.5-84.2)*
Temporada
Hdmeda 65 53 81.5 (70-90.1)
Seca 47 36 76.7 (62-87.7)*

*Andlisis de X? o prueba exacta de Fisher's. P > 0.05.
Discusion

En un estudio realizado recientemente en el estado de Yucatan, México se reportd que el 84.5
% de muestras fecales de D. virginiana se encontraban parasitados por nematodos del género
Ancylostoma y para confirmar este hecho se sugirio realizar estudios moleculares (Aragon et al.,
2018). En el presente estudio, aunque fue realizado en otra comunidad rural del estado de Yucatan,

se encontr6 que los huevos de los nematodos con estructura morfoldgica similares al género

Ancylostoma pertenecen molecularmente al género Viannaia. Dado que el objetivo del estudio fue
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enfocado al diagndstico y no taxondmico, se adoptd una posicion conservadora, asignando a los

nematodos encontrados al género Viannaia sp. hasta realizar un anélisis taxonémico mas profundo.

La diferenciacion entre huevos de las familias de nematodos Trichostrongylidae vy
Ancylostomatidae, es dificil en la practica, por tal motivo las técnicas moleculares son herramientas
mas sensibles que pueden ayudar a un mejor diagndstico entre estas los géneros o especies de estas
dos familias de nematodos (Yong et al., 2007).

No existe reportes del efecto que produce el nematodo Viannaia sp. sobre la salud en las
zarigueyas; sin embargo, junto con otros géneros de nematodos en encontrados en este estudio
(Cruzia sp., Turgida sp., y Trichuris) pueden causar lesiones en el tracto digestivo de los animales
(Nettles et al., 1975; Nichelason et al., 2008).

La presencia de Viannaia sp. en el intestino delgado de D. virginiana, corresponde a lo
reportado en zarigleyas del género Didelphis en diversos paises de América, tales como EUA,
Venezuela, Per(, Brasil, Panama, Costa Rica y Guayana Francesa (Pinto & Gomes, 1980; Guerrero,
1985; Ellis et al., 1999; Silva & Costa, 1999; Tantalean et al., 2010; Scheibel et al., 2014; Chero et
al., 2017; Simdes et al., 2017; Costa et al., 2018; Teodoro et al., 2019).

La alta prevalencia 82 % de Viannaia sp. en D. virginiana, pudiera estar relacionado con su
ciclo de vida directo, dado que es un animal omnivoro, lo cual aumenta la posibilidad de infeccion
mediante ingesta de huevos embrionados o larvas infectantes (L3) de Viannaia sp. dispersos en el

ecosistema (Anderson, 2009).

La alta prevalencia de Viannaia sp. encontrada en el presente estudio es superior a la reportada
por Teodoro et al. (2019) en Brasil quienes encontraron una prevalencia de 7 % y 100 % de
Trichostrongylidae al estudiar 56 D. albiventris y 2 D. aurita, respectivamente. De igual manera,
estos autores reportan la presencia de paréasitos adultos de Viannaia sp., en el duodeno de cuatro D.

albiventris.

En México la presencia de especies del género Viannaia ha sido reportado en los estados de
Colima, Guerrero, Campeche, Chiapas, Oaxaca, Puebla, Tabasco y Veracruz, encontrando las
especies Viannaia sp., V. viannaia y V. didelphis (Monet et al., 2005, Acosta et al., 2015).

En diversos estudios se ha reportado a los marsupiales del género Didelphis estar parasitados

con nematodos del género Ancylostoma, estos estudios se han basado en la observacion de huevos
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en las heces (Rueda et al., 2014; Mufioz et al., 2017; Silva et al., 2017; Aragén et al., 2018; Teodoro
et al., 2019). A pesar de estos reportes, la identificacion de huevos de las familias Viannaiidae y
Ancylostomatidae son dificiles y para poder confirmar los géneros presentes en las heces se
recomienda actualmente pruebas moleculares que son altamente especificas (Traub et al.,2004;
Oliveira et al., 2016).

En el presente estudio no fue posible identificar factores asociados a las infecciones de D.
virginiana con Viannaia sp.; sin embargo, en estudios previos se ha identificado que las épocas de
mayor humedad y animales juveniles tienen mayor probabilidad de estar infectado con nematodos
(Ruiz & Cruz, 2002; Aragon et al., 2018).

La presencia de Viannaia sp. en el intestino y heces de zariglieyas Didelphis virginiana en
Yucatan, México, representa un nuevo registro de localidad para México, ampliando asi su

distribucion geografica.

El no haber encontrado adultos de Ancylostoma sp. y tampoco confirmar su presencia
mediante PCR, nos da la pauta para mejorar el método diagndstico a través de la observacion directa
en combinacion con las técnicas de biologia molecular, lo cual nos ayudaria a descartar posibles

falsos positivos.

Este es el primer estudio en identificar y confirmar mediante analisis molecular por PCR la
presencia del 61 % (8/13) de huevos que corresponden a Viannaia sp. en heces de zarigueyas D.
virginiana en una localidad rural de Yucatan, México. En futuros estudios se sugiere estudiar mayor
numero de zarigiieyas y diferentes localidades, asi como usar las técnicas de secuenciacion para

Ilegar a especies, con el fin de entender la ecologia del parésito y la relacion con sus hospederos.
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VIl. CONCLUSIONES GENERALES

Se identificd el género Viannaia en el intestino delgado de Didelphis virginiana capturadas
en Komchén, Yucatan, México.

Se identifico por medio de la técnica molecular PCR la presencia Viannaia sp. en heces de la

zarigueya Didelphis virginiana.

En el presente estudio no fue posible identificar factores asociados a las infecciones de D.
virginiana con Viannaia sp.

Se reporta por primera vez en el estado de Yucatan la presencia de Viannaia sp. en heces de

Didelphis virginiana, ampliando asi su distribucién geogréafica en México.

Este es el primer estudio en identificar y confirmar mediante analisis molecular por PCR la
presencia del 61 % (8/13) de huevos que corresponden a Viannaia sp. en heces de zarigueyas D.

virginiana en una localidad rural de Yucatan, México.
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