
121

CARACTERIZACIÓN MOLECULAR Y ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE TRI-
PANOSOMAS AISLADOS DE QUIRÓPTEROS EN EL DEPARTAMENTO DEL 

TOLIMA UTILIZANDO LA SSU ADNr, ITS1 Y CATL

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND PHYLOGENETIC ANALYSIS OF TRYPANOSOMES 
ISOLATED FROM CHIROPTERA IN THE TOLIMA DEPARTMENT, USING SSU rDNA, ITS1 

AND CATL 

Javier Andrés Trejo Varón1, Paola Andrea Ortiz Vargas2, Luciana Lima2 , 
Gustavo Adolfo Vallejo1, Marta Maria Geraldes Teixeira2,  Julio Cesar Carranza Martínez1.

1. Laboratorio de investigaciones en Parasitología Tropical (LIPT). Facultad de Ciencias. Universidad del Tolima.   
  Jatrejovaron@gmail.com, gvallejo@ut.edu.co, jcarranza@ut.edu.co.
2. Laboratorio de filogenia, taxonomía y diagnóstico molecular de tripanosomátidos. Instituto de ciencias Biomédicas. 
   Universidad de São Paulo. paolaortiz27@gmail.com, lulima79@gmail.com, mmgteix@icb.usp.br.

Recibido: Agosto 31 de 2013
Aceptado: Octubre 3 de 2013

*Correspondencia del autor. Laboratorio de investigaciones en Parasitología Tropical (LIPT). 
Facultad de Ciencias. Universidad del Tolima. Colombia.

Contacto: jcarranza@ut.edu.co.

RESUMEN

Reportes recientes registran el aislamiento de nuevas especies y genotipos de tripanosomas en quirópteros 
de América Latina. Para contribuir al conocimiento de los tripanosomas que circulan en los quirópteros de 
diferentes municipios del departamento del Tolima, se utilizaron las técnicas moleculares basadas en PCR 
específico y secuenciamiento de ADN de las regiónes V7-V8 de la SSU ADNr, ITS1 del cistrón ribosomal y 
CATL para determinar las especies, los genotipos circulantes y su filogenia. Los quirópteros fueron capturados 
utilizando redes de niebla. Cada individuo fue determinado por taxonomía tradicional, posteriormente fueron 
sedados para tomar una muestra de sangre que se sembró en medio de cultivo bifásico (NNN-LIT) y poste-
riormente el animal fue liberado. Una alícuota de sangre fue almacenada en etanol al 70% para la obtención de 
ADN y efectuar la determinación molecular de los quirópteros muestreados. Los medios de cultivo fueron exa-
minados microscópicamente cada semana para verificar la presencia de flagelados. Los aislados positivos fue-
ron sometidos al procedimiento de extracción de ADN por el método FCAI y posteriormente fueron aplicadas 
las técnicas moleculares. Los resultados de la caracterización molecular mostraron la presencia de 3 especies 
de tripanosomas: Trypanosoma cruzi, T. cruzi marinkellei y T. rangeli en 4 especies de quirópteros: Phyllosto-
mus discolor, P. hastatus, Artibeus lituratus y Carolia perspicilata. De igual manera, los análisis filogenéticos 
permitieron realizar inferencias acerca de la ubicación filogenética de los aislados respecto a las cepas control.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma cruzi marinkellei, Trypanosoma rangeli, Chiroptera, SSU 
ADNr, ITS1, CATL.
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ABSTRACT

Recent reports have reported the isolation of new trypanosome species and genotypes from Latin-American 
chiroptera. Molecular techniques involving specific PCR and DNA sequencing of small subunit (SSU) rDNA 
V7-V8 regions, ribosomal cistron internal transcribed spacer region 1 (ITS-1) and cathepsin L (CatL) were 
used for determining the species, circulating genotypes and their phylogeny to contribute towards knowledge 
regarding the trypanosomes circulating in chiroptera found in municipalities in the Tolima department. The 
chiroptera were captured used mist nets. Each bat was determined by traditional taxonomy. They were then 
sedated so that a blood sample could be taken; the animal was then released and the sample was cultured in 
biphasic medium (NNN-LIT). An aliquot of blood was stored in 70% ethanol for obtaining DNA and the mole-
cular determination of the chiroptera being sampled. Culture medium was examined weekly by microscope to 
verify flagellate presence; DNA was then extracted from positive isolates using the phenol-chloroform isoamyl 
alcohol (PCI) method and the molecular techniques were then used. The molecular characterisation results 
revealed the presence of 3 trypanosome species: Trypanosoma cruzi, T. cruzi marinkellei and T. rangeli in 4 
chiroptera species: Phyllostomus discolor, P. hastatus, Artibeus lituratus and Carollia perspicillata. Likewise, 
phylogenetic analysis led to inferences being drawn concerning the isolates’ phylogenetic location regarding 
that of the control strains. 

Keywords: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma cruzi marinkellei, Trypanosoma rangeli, Chiroptera, SSU 
ADNr, ITS1, CATL.

INTRODUCCIÓN

El orden quiróptera es el segundo orden más abundan-
te de mamíferos, representando aproximadamente una 
cuarta parte del total de mamíferos conocidos (1). La 
distribución de los quirópteros se encuentra asociada 
prácticamente a todas las regiones habitables de la tie-
rra, concentrándose mayoritariamente en los trópicos 
(2). Dentro de su ciclo de vida, los quirópteros pueden 
ser huéspedes de diferentes agentes patógenos como el 
causante del síndrome respiratorio agudo severo, rabia, 
henipavirus, ebola y tripanosomas de importancia mé-
dica como Trypanosoma cruzi y T. rangeli (3-7).

Por su parte, los tripanosomas son un grupo de pará-
sitos protozoos compuesto por diferentes especies que 
son capaces de infectar diversos vertebrados, peces, an-
fibios, reptiles, aves y mamíferos (8). Hasta la fecha han 
sido reportadas cerca de 25 especies de tripanosomas 
capaces de infectar quirópteros alrededor del mundo, 
dentro de las cuales han sido reportadas 8 de ellas in-
fectando quirópteros en Colombia (9-11). Dentro de las 
especies reportadas para nuestro país se destaca Trypa-
nosoma cruzi, debido a su importancia en salud pública 
como agente etiológico de la enfermedad de Chagas, 
la cual es considerada como una enfermedad compleja 
debido a las grandes variaciones a nivel biológico, bio-
químico y genético de su agente etiológico, hecho que 
se manifiesta en las DTU’s que lo componen (12).

Durante los últimos años se han efectuado reportes de 
quirópteros infectados con nuevas especies y/o linajes 

de tripanosomas (11, 13-16), así como especies y linajes 
conocidos con anterioridad.

En el presente trabajo nos propusimos aislar, caracteri-
zar y analizar filogenéticamente los tripanosomas que 
circulan en la fauna quiróptera de diferentes municipios 
del departamento del Tolima utilizando tres marcado-
res moleculares nucleares, los cuales permitieron ubicar 
taxonómicamente estos tripanosomas e inferir diferen-
cias de estos respecto a las cepas de referencia para cada 
uno de los casos.

MATERIALES Y MÉTODOS

La captura de quirópteros se realizó en los municipios 
de Chaparral, Ortega, San Luis-Payande e Ibagué, en 
el departamento del Tolima (figura 1), utilizando redes 
de niebla. Cada espécimen colectado fue sedado e in-
dividualizado, para posteriormente realizar la toma de 
muestra de sangre, la cual fue utilizada con dos propósi-
tos, el primero, realizar un hemocultivo en medio bifá-
sico (LIT: Liver Infusion Triptose / NNN: Novi, Nico-
lle, McNeal) (17, 18), el cual permitió el aislamiento de 
los hemoparásitos y segundo, conservar una alícuota de 
sangre en etanol al 70% para obtención de ADN, ampli-
ficación por PCR, secuenciamiento y comparación de 
las secuencias obtenidas para apoyar la determinación 
taxonómica de los quirópteros, comparando los datos 
de taxonomía tradicional y taxonomía molecular.

Los hemocultivos fueron incubados a 28°C y obser-
vados semanalmente al microscopio hasta evidenciar 
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Figura 1. Localización geográfica de los municipios muestreados en 
el Tolima. Fuente: http://www.tolima.gov.co

la presencia de tripanosomas; manteniendo aquellos 
hemocultivos positivos mediante repiques semanales 
en medio bifásico. Posteriormente, los cultivos fueron 
transferidos a medio líquido LIT, masificados, lavados, 
digeridos con proteinasa k y sometidos a proceso de 
extracción de ADN por el método Fenol Cloroformo 
Alcohol Isoamílico 25:24:1 (19) con algunas modifica-
ciones. 

La extracción de ADN para las muestras sanguíneas 
provenientes de los quirópteros colectados se realizó 
mediante el protocolo de extracción de ADN para teji-
dos animales (20).

Las muestras de ADN obtenidas de Trypanosoma sp. 
fueron cuantificadas mediante espectrofotometría utili-
zando el equipo Nanodrop 2000 y utilizadas para ampli-
ficar mediante PCR específico las regiónes V7-V8 de la 
SSU ADNr utilizando los iniciadores 609F y 706R (21); 
El espaciador Transcrito Interno 1 (ITS1) del cistron 
de ADNr, utilizando los iniciadores IR1 y 5,8R (22); 
y el gen CATL utilizando los iniciadores DTO154 y 
DTO155 (23). Se utilizaron los perfiles térmicos y mez-
clas de reacción reportadas por los autores con algunas 
modificaciones (21-23).

Para complementar la determinación taxonómica de los 
quirópteros capturados, se realizó una PCR con los ini-
ciadores Bat_Cytb_1 (24) y Bat_Cytb_2 (25) que am-
plifican una región de Citocromo B, bajo las condicio-
nes descritas por (26). El ADN templado se obtuvo de 
sangre de quirópteros. Los productos de amplificación 

fueron clonados y secuenciados (forward y reverse) y 
las secuencias sometidas a BLAST-N en el GenBank.

El proceso de clonación molecular se realizó con el kit  
pGEM®-T Easy Vector Systems siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Los productos de amplificación 
fueron ligados al vector y posteriormente, utilizado en 
el proceso de transformación de las células competentes 
DH5α. Las bacterias transformantes fueron plaqueadas 
sobre medio LB sólido con ampicilina. Las colonias 
recombinantes fueron seleccionadas, picadas y transfe-
ridas a medio líquido TB con ampicilina e incubadas 
durante 16 horas a 37°C en agitación constante.

Para determinar el éxito del proceso de clonación se 
realizó una PCR de confirmación con los iniciadores 
correspondientes a cada región. Las bacterias recombi-
nantes obtenidas fueron precipitadas por centrifugación 
y sometidas al procedimiento de extracción de ADN 
plasmídico utilizando el kit Wizard® Plus Minipreps 
DNA Purification System siguiendo las instrucciones 
del fabricante.

El secuenciamiento se realizó con el sistema ABI 
PRISM 4000, con los iniciadores universales M13F/R 
que hibridan sobre el plásmido recombinante en las re-
giones que flanquean el inserto. 

Las secuencias fueron refinadas manualmente con el 
programa SeqMan II versión 5.0 (27). Con el propósito 
de conocer de manera preliminar la identidad taxonó-
mica de los individuos, se realizó un alineamiento local 
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con el programa BLAST (Basic Alignment Sequence 
Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology) 
(28). Una vez refinadas las secuencias se realizaron 
alineamientos múltiples para cada marcador molecular 
utilizando el programa Gene Doc versión 2.7.0. (29).

Con las secuencias completas, refinadas y alineadas 
se realizaron los análisis utilizando el paquete Paup 
versión 4.0b10 (30) para los análisis filogenéticos por 
máxima parsimonia y el programa “RAxML” versión 
7.0.3. (31) para el análisis de máxima verosimilitud. En 
ambos casos los análisis fueron diseñados con un boots-
trap de 100 réplicas con el propósito de brindar apoyo 
estadístico a las topologías de los árboles filogenéticos 
inferidos.

RESULTADOS

Se capturaron 82 individuos en 4 diferentes localidades 
del departamento del Tolima (Figura 1) encontrando 15 

hemocultivos positivos con un porcentaje de positivi-
dad de 18,3% como se observa en la tabla 1.

De acuerdo a los datos obtenidos por taxonomía tradi-
cional y el análisis de secuencias se logró establecer las 
especies de hospedero para cada uno de los aislados ob-
tenidos encontrando a Phyllostomus discolor, P. hasta-
tus, Carollia perspicilata y Artibeus lituratus, como se 
relaciona en la tabla 2.

En el proceso de caracterización molecular los pro-
ductos de amplificación obtenidos para los 15 aisla-
dos mostraron un fragmento de 900 pb en todos los 
aisla¬dos utilizando los iniciadores 609F y 706R (figura 
2); un fragmento de 500 pb con los iniciadores DTO154 
y DTO155 (figura 3) y en la PCR con los iniciadores 
IR1/5,8R se obtuvo un fragmento de 500 pb para los 
aislados A10 y A11 y un fragmento de 900 pb para los 
demás aislados (figura 4).  

 
Localidad Individuos Capturados Individuos positivos % positividad 

SL-Payande 18 5 28 
Ibagué 26 0 0 
Ortega 17 6 35 

Chaparral 21 4 24 

Total 82 15 18,3 
 

 

Tabla 1. Quirópteros capturados por localidad y porcentaje de positividad

 
Aislado Localidad Especie hospedero Especie de tripanosoma 

A1 SL-Payande Phyllostomus discolor Trypanosoma cruzi marinkellei 
A2 SL-Payande Phyllostomus discolor Trypanosoma cruzi marinkellei 
A3 SL-Payande Phyllostomus discolor Trypanosoma cruzi marinkellei 
A4 SL-Payande Phyllostomus discolor Trypanosoma cruzi marinkellei 
A5 SL-Payande Phyllostomus discolor Trypanosoma cruzi marinkellei 
A6 Ortega Artibeus literatus Trypanosoma cruzi bat 
A7 Ortega Artibeus literatus Trypanosoma cruzi bat 
A8 Ortega Artibeus literatus Trypanosoma cruzi bat 
A9 Ortega Carollia perspicilata Trypanosoma cruzi bat 
A10 Ortega Artibeus literatus Trypanosoma rangeli 
A11 Ortega Artibeus literatus Trypanosoma rangeli 
A12 Chaparral Artibeus literatus Trypanosoma cruzi bat 
A13 Chaparral Artibeus literatus Trypanosoma cruzi bat 
A14 Chaparral Carollia perspicilata Trypanosoma cruzi bat 
A15 Chaparral Phyllostomus hastatus Trypanosoma cruzi marinkellei 

 
 
 
 

Tabla 2. Información de los Aislados (localidad, hospedero y especie de tripanosoma)
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A partir de la metodología aplicada a los 15 aislados 
(Tabla 2) se obtuvieron 5 secuencias completas para 
cada uno, las cuales fueron corregidas, editadas, alinea-
das y posteriormente depuradas, dejando aquellas que 
presentan algún grado de variación en los filogramas.

Para la región V7-V8 de la SSU ADNr se ubicaron 6 
aislados caracterizados como Trypanosoma cruzi ma-
rinkellei, 7 como T. cruzi bat, y 2 como T. rangeli, como 
se muestra en la figura 5 y 6 y se resume en la tabla 2.

Con base a estos resultados se avanzó en la caracteri-
zación de los aislados determinados como Trypanoso-
ma rangeli y T. cruzi bat, los cuales fueron sometidos a 
análisis con los marcadores moleculares ITS1 y CATL 
con el fin de confirmar la ubicación taxonómica y filo-
genética obtenida en primera instancia.

Para el caso de Trypanosoma rangeli, a través de los 
análisis efectuados a las secuencias de ITS1 Y CATL 

se determinó que los aislados 10 y 11 corresponden al 
linaje C de esta especie (14, 21) como se observa en las 
figuras 7 y 8.

Por otro lado, para el caso de Trypanosoma cruzi bat se 
analizaron las secuencias con el propósito de confirmar 
que los aislados caracterizados en primera instancia co-
rrespondieran a este linaje como se observa en las figu-
ras 9 y 10. 

DISCUSIÓN

De las 8 especies de tripanosomas reportadas en qui-
rópteros de Colombia (9-11) encontramos 3 de ellas. 
Trypanosoma cruzi representada en este caso por la más 
reciente de sus DTU’s T. cruzi bat; T. rangeli represen-
tada por su linaje C y T. cruzi marinkellei.

Trypansoma rangeli es un tripanosoma que circula en 
diferentes hospederos y ha sido reportado infectando in-

Figura 2. Productos de amplificación obtenidos con los iniciadores 609F y 706R para la SSU 
ADNr (Agarosa al 2%, coloreado con gelred)

Figura 3. Productos de amplificación obtenidos con los iniciadores DTO 154 y DTO 155 para 
CATL (Agarosa al 2%, coloreado con gelred)
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Figura 4. Productos de amplificación obtenidos con los iniciadores IR1 y 5,8R para el espaciador 
transcrito interno 1 del cistrón ribosomal (Agarosa al 2%, coloreado con gelred)
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Figura 5. Árbol  filogenético  inferido  por  máxima  parsimonia  de  la  región  V7-V8  de  la  SSU ADNr.
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Figura 6. Árbol filogenético inferido por Máxima verosimilitud de la región V7-V8 de la SSU 

ADNr. 

Figura 6. Árbol  filogenético  inferido  por  máxima  verosimilitud  de  la  región  V7-V8  de  la  SSU ADNr.
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Trypanosoma rangeli.

Figura 7. Árbol filogenético inferido por Máxima parsimonia de ITS1 del cistrón ribosomal de
Figura 7. Árbol filogenético inferido por máxima parsimonia de ITS1 del cistrón ribosomal de Trypanosoma rangeli.
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Figura 8. Árbol  filogenético inferido por máxima parsimonia del gen CATL de Trypanosoma rangeli.
 

Figura 8. Árbol filogenético inferido por Máxima parsimonia del gen CATL de Trypanosoma 
rangeli. 
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Figura 9. Árbol filogenético inferido por Máxima parsimonia de ITS1 del cistrón ribosomal de 
Trypanosoma cruzi bat. 

Figura 9. Árbol filogenético inferido por máxima parsimonia de ITS1 del cistrón ribosomal de Trypanosoma cruzi bat.
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Figura 10. Árbol filogenético inferido por Máxima parsimonia del gen CATL de Trypanosoma 

cruzi bat. 

Figura 10. Árbol filogenético inferido por máxima parsimonia del gen CATL de Trypanosoma cruzi bat.
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sectos triatominos, humanos y quirópteros (32-37), para 
estos últimos, los aislados fueron determinados como 
linaje A y recientemente se reportó un nuevo genotipo 
capaz de infectar estos mamíferos, el linaje E (14). Un 
reporte reciente para Colombia (11) no discrimina el li-
naje al cual pertenece el Trypanosoma rangeli detecta-
do en quirópteros colombianos. En el presente trabajo 
se determinó mediante análisis molecular que los aisla-
dos obtenidos para esta especie pertenecen al linaje C, 
hecho que se constituye en un nuevo reporte para este 
linaje infectando la fauna quiróptera.

Para el caso de Trypanosoma cruzi bat, nuestros datos 
constituyen el cuarto reporte a nivel mundial (11, 15, 
38), el segundo reporte de este flagelado en Colombia y 
el primero en el Tolima y la región andina de Colombia; 
en donde los resultados obtenidos del análisis de las se-
cuencias de la región V7-V8 muestran una agrupación 
clara con las secuencias previamente reportadas de las 
cepas de referencia en el Genbank. 

El hallazgo de Trypanosoma cruzi marinkellei se con-
vierte en un reporte reciente de este flagelado en el de-
partamento del Tolima después de lo reportado por (39) 
Marinkelle en 1982 (39).

CONCLUSIONES

Los análisis de secuencias permitieron determinar taxo-
nómicamente los tripanosomas observando agrupacio-
nes claras que permiten tener mayor certeza que efec-
tuando comparaciones en los tamaños de los productos 
de amplificación por PCR.

El presente trabajo muestra que la fauna quiróptera del 
Tolima presenta una dinámica de transmisión activa 
para diferentes especies de tripanosomas, incluyendo 
las especies de importancia médica.

Los resultados permiten ubicar a Trypanosoma cruzi 
bat y T. rangeli linaje C y T. cruzi marinkellei como 
hemoparásitos de transmisión activa en el departamento 
del Tolima y Colombia.

En el presente trabajo logramos establecer cultivos in 
vitro recientes de T.cruzi, T. rangeli linaje C y T. cruzi 
marinkellei, determinados y caracterizados, que pueden 
ser material importante en futuros trabajos de investi-
gación. 
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