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Este estudio forma parte de la tesis: Benavides-Céspedes IA. Estudio de los murciélagos (Mammalia: Chiroptera) como
hospedadores de tripanosomatideos en dreas silvestres y urbanas del Departamento del Atlantico-Colombia [Tesis de
maestria]. Puerto Colombia: Facultad de Ciencias Bésicas, Universidad del Atldntico; 2023. Ademds, fue presentado en
el VIII Encuentro Colombiano de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas. Bucaramanga (Santander), Colombia; 2023.

RESUMEN

Se evalud la frecuencia de infeccién por Trypanosoma spp. en murciélagos capturados en ecdtopos sil-
vestres y urbanos del Departamento del Atlantico, en la regién Caribe de Colombia, entre marzo de 2021
y mayo de 2022. Se identificaron taxonémicamente los murciélagos y se determind sexo, edad relativa y
condiciones reproductivas. Se utilizé una muestra de sangre para andlisis parasitoldgico y extraccion de
ADN para la amplificar una regién del ARNr 18S. Se capturaron 125 murciélagos, siendo las familias mds
abundantes Molossidae (62/125; 49,6%) y Phyllostomidae (43/125; 34,4%). Molossus molossus capturado
en ecotopos silvestres mostro una frecuencia de infeccion del 8,1% (5/61) y 4,1% (3/61) mediante andlisis
parasitologico y molecular, respectivamente. En comparacion, Noctilio albiventris capturado en ecétopos
urbanos mostré una frecuencia de infeccién del 16,6% (2/12) para ambos andlisis. Estos hallazgos re-
presentan los primeros registros de M. molossus albergando Trypanosoma spp. para el Departamento del
Atlantico y de N. albiventris albergando Trypanosoma spp. en Colombia.

Palabras clave: Colombia; Murciélagos; Trypanosoma; Zoonosis (fuente: DeCS BIREME).

Trypanosoma spp. INFECTION IN BATS CAPTURED IN
URBAN AND WILD ECOTOPES OF THE
CARIBBEAN REGION IN COLOMBIA

ABSTRACT

This study aimed to determine the frequency of infection by Trypanosoma spp. in bats captured in wild
and urban ecotopes of the Department of Atlantico in the Caribbean region of Colombia, between
March 2021 and May 2022. The bats were taxonomically identified and sex, relative age and reproductive
conditions were determined. A blood sample was used for parasitological analysis and DNA extraction
in order to amplify a region of the 18S rRNA. The most abundant families among the 125 captured bats
were Molossidae (62/125; 49.6%) and Phyllostomidae (43/125; 34.4%). Molossus molossus captured in
wild ecotopes showed an infection rate of 8.1% (5/61) and 4.1% (3/61) by parasitological and molecular
analysis, respectively. In comparison, Noctilio albiventris captured in urban ecotopes showed an in-
fection rate of 16.6% (2/12) for both analyses. These findings represent the first records of M. molossus
harboring Trypanosoma spp. for the Department of Atldntico and N. albiventris harboring Trypanosoma
spp. in Colombia.

Keywords: Colombia; Bats; Trypanosoma; Zoonoses (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Los murciélagos son hospederos y reservorios de varios mi-
croorganismos pardasitos . Su capacidad para volar, longe-
vidad, movilidad y servicios ecosistémicos como dispersores
de semillas, polinizadores y controladores de artrépodos
situan a los murciélagos en el foco de la vigilancia ecoepi-
demioldgica de algunas zoonosis ?. Algunos agentes etio-
légicos de estas zoonosis, como los tripanosomatidos, entre
ellos Trypanosoma y Leishmania (Euglenozoa: Kinetoplas-
tea, Trypanosomatidae), son importantes en medicina vete-
rinaria y humana 4.

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, es el agente causal
de la Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas,
y afecta a los colombianos siendo reportados 34 casos para el
afo 2023 ®. La transicién de la enzootia estricta a la zooan-
troponosis, condicionada por la fauna presente en cada eco-
topo, se reflejan en los ciclos de transmision de T. cruzi y otros
tripanosomatidos. En algunas regiones, el mantenimiento
del aporte sanguineo a los vectores a través de diferentes ma-
miferos podria modular la virulencia de los parasitos y su
prevalencia ©.

Los estudios sobre murciélagos como hospederos de
Trypanosoma en Colombia se remontan a 1982, cuando Ma-
rinkelle © report6 233 hemocultivos positivos para T. cruzi,
25 para T. cruzi marinkellei y 315 para Schizotrypanum spp.
La mayor prevalencia se encontrd en las regiones central,
oriental y sur de Colombia. Aunque los estudios incluyeron
murciélagos de la region Caribe, no se reporto la frecuencia
de infecciéon por Trypanosoma. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar la frecuencia de infeccion por Trypa-
nosoma spp. en murciélagos silvestres y urbanos del Depar-
tamento del Atlantico en Colombia, para conocer su posible
rol en los ciclos epidemiolégicos las Triponosomiasis.

EL ESTUDIO

Area de estudio

El rea de muestreo consistio en cuatro puntos de colecta, dos
en ecotopos urbanos delimitados como punto 1U (11°01°02”
N-74°52’30” O) y punto 2U (11°01°00” N-74°52°28” O), den-
tro de 895,6 hectareas de Bosque Seco Tropical (BsT) en el
Campus de la Universidad del Atlantico en el Municipio de
Puerto Colombia (elevacion promedio: 21 metros), con una
temperatura promedio entre 28°-32° C y una precipitacién
anual de 819 mm’, y dos en ecétopos silvestres delimitados
como punto 1W (10°47°54” N - 75°00°35” O) y punto 2W
(10°47°53” N - 75°00’34” O) conformados dentro de 1425,2
hectareas de bosque seco tropical BsT en el Corregimiento
de Chorrera (Municipio de Juan de Acosta) (elevacion pro-
medio: 70 metros), temperatura promedio entre 27° a 32° C
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MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. El rol de los
murciélagos como hospederos de Trypanosoma spp. en
el Departamento del Atlantico en Colombia, asi como su
diversidad taxondmica ha sido poco estudiada.

Principales hallazgos. Este es el primer reporte de frecuencia
de infecciéon por Trypanosoma spp. en murciélagos en el
Departamento del Atlantico en Colombia.

Implicaciones. La gran capacidad de adaptacion de los
murciélagos a diferentes nichos ecolégicos y su rol como
hospederos de Trypanosoma spp. en ecétopos silvestres
y urbanos representa un factor de riesgo en ciclos de
transmisién de importancia epidemioldgica.

y precipitacion anual de 1655 mm?®, todos del Departamento
del Atlantico, norte de Colombia® (Figura 1).

Captura, identificacion, y marcaje de murciélagos
Se utilizaron dos redes de niebla de 12 x 2,5 m y un tamaio
de malla de 3 x 3 cm (BioWed®) para capturar murciélagos
entre marzo de 2021 y mayo de 2022. Se realizaron tres
sesiones de muestreo en dos noches consecutivas (entre las
17:30 y 23:30 horas) en zonas silvestres y urbanas, sumando
seis sesiones de muestreo (12 noches) ®. El esfuerzo total
fue de 4320 m? por hora, con un esfuerzo por noche de 180
horas por red.

La identificacion taxondmica de los ejemplares se realizd con
las claves de Diaz et al. ©, as{ como la determinacién del sexo,
edad y condiciones reproductivas se ajustaron a Kunz et al. 1. Se
realizaron microperforaciones en el patagio del ala izquierda para
registrar las recapturas. Otro volumen de sangre se destiné al
analisis parasitologico. Los datos morfométricos de cada animal
se registraron en una ficha informativa de elaboracion propia.

Diagnostico parasitologico y molecular

Se extrajo sangre estéril (50 pL) de la vena braquial. Para
el posterior analisis molecular, la sangre se impregné con
papel de filtro Whatman y se almacend a 4 °C. Cada muestra
de sangre fresca se examiné dos veces con un microscopio
optico (Leica Microsystems CMS GmbH, modelo DMil,
Morrisville, NC, EE. UU.) a 40X para buscar hemoflagela-
dos, morfolégicamente compatibles con el Trypanosoma, y
su posible cuantificacion V.

La extraccion del ADN de las muestras de sangre im-
pregnada en papel de filtro se realizé con el kit de purifi-
cacion Wizard® HMW (Promega Corporation: Madison,
WI, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentraciéon del ADN total se cuantificé utilizando un
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Figura 1. Area de recoleccién de murciélagos en ec6topos silvestres (rojo) y urbanos (azul) del
Departamento del Atlantico, regién del Caribe Colombiana.

EPOCH 2NS (BioTeck Instruments, Inc: EE.UU.), y el diag-
nostico molecular se realizé mediante amplificacién por Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada de una region
comprendida entre las posiciones 200 y 600 de la fraccién 18S
del ARNT, para determinar la presencia de Trypanosoma spp,
utilizando los cebadores TRY-927 Forward (5GAAACAA-
GAAACACGGAG?3’) y TRY-927 Reverse (5CTACTGGG-
CAGCTTGGA3’), que en los casos positivos generaron un
fragmento de aproximadamente 900 pb 2. Posteriormente,
se tomaron 5 pL del producto de amplificacion y se realiz6
una segunda etapa de PCR, utilizando los cebadores SSU-
561 Forward (5TGGGATAACAAAGGAGCA3’) y SSU-
561 Reverse (5CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3’) que
amplificaron un fragmento entre 320 y 560 pb 2. Se utiliz6
una mezcla de PCR sin ADN como control negativo de la
reaccion, y ADN de T. cruzi (cepa MDID/CO/2018/Dm006)
como control positivo.

La mezcla de PCR se realizo con un volumen final de 25
pL, de los cuales 5 UL correspondieron al ADN molde y los
20 pL restantes a 10 uL de GoTaq” Green Master Mix, 2X
(Promega), 3 uL de MgCL, 2 uL de cada uno de los cebadores
implementados para cada etapa y 5 uL de agua libre de nuclea-
sas (Promega®). La PCR se llevd a cabo en el termociclador
TC-9639 (Benchmark SCIENTIFIC: Sayreville, NJ, EE.UU.)
siguiendo las condiciones de Noyes et al. 2. Los productos
obtenidos se evidenciaron mediante electroforesis horizontal
(100V/30 minutos) en gel de agarosa al 1,5%, tefiido con solu-
cién de bromuro de etidio en tampén TAE, durante 12 minu-
tos, para ser visualizados y fotodocumentados en el sistema de
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imagen iBright™ FL1500 (Thermo Fisher Scientific Inc: MA,
EE.UU.). Las muestras se consideraron positivas cuando se
amplificé una banda entre 320-560 pb "%, utilizando como
referencia el marcador de tamafio molecular de 100-1.000
pb (MBiotech).

Analisis de datos

La frecuencia de infeccion se estimo en porcentajes y el ana-
lisis comparativo de la diversidad del numero de especies de
murciélagos por localidad (q0/riqueza de especies; q1/espe-
cie tipica y q2/especie dominante) se realizé a partir de los
datos de abundancia segtin Hill . Para este analisis, se rea-
lizaron curvas de rarefaccion de especies (numeros de Hill)
utilizando el paquete “iNext” del lenguaje R 4.

Se realizé una prueba de permutacion en el programa
PAST-4 para buscar diferencias significativas entre la diver-
sidad de orden q0, q1 y q2 de los murciélagos capturados en
localidad silvestre y urbana. Una prueba de Fisher permiti6
determinar la asociacion entre la presencia de Trypanoso-
ma spp. en los murciélagos y los ecétopos y una prueba de
chi-cuadrado permitié determinar las diferencias estadisti-
cas entre la frecuencia de infeccion en las especies de mur-
ciélagos/ecdtopos colectados.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Uni-
versidad del Atléntico, Puerto Colombia, Colombia, con el
codigo 02-111-2021.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2024.412.13598
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HALLAZGOS

Riqueza, abundancia y caracteristicas
morfoldgicas de los murciélagos
Se capturaron 125 murciélagos, pertenecientes a cuatro fa-
milias y ocho especies, que se distribuyeron en cuatro gre-
mios tréficos . Las familias mds abundantes fueron Mo-
lossidae (62/125; 49,6%) y Phyllostomidae (43/125; 34,4%),
seguidas de Noctilionidae (18/125; 14,4%) y Vespertilioni-
dae (2/125; 1,6%). Dentro de las caracteristicas morfold-
gicas externas generales de los murciélagos estudiados, los
individuos de Molossus molossus (Figura 2A) presentan un
pelaje bicolor de 4 mm de longitud, que comienza con una
base clara y pasa a un marroén rojizo. Ademds, el pelo de la
base de la cadera mide 7,3 mm. Estos murciélagos tienen
un peso aproximado de 18,8 g, una longitud media del an-
tebrazo de 40,1 mm y una envergadura alar de 288,1 mm
19, Ademas, los individuos de Noctilio albiventris (Figura
2B) presentan un pelaje corto de color amarillo rojizo, pe-
san 26,7 g y tienen una longitud de antebrazo de 59,3 mm
y una envergadura de 421,6 mm %,

Las especies por area, gremio tréfico, sexo, edad relativa
y condiciones reproductivas a las que pertenecen se comple-
mentaron en la Tabla 1. Los indices de diversidad alfa (nu-

Fuente. Grupo Interdisciplinario en Ciencias Marinas y Ambientales (GICMA-
RA), Facultad de Ciencias Basicas, Universidad del Atlantico.

Figura 2. Murciélagos capturados en el Departamento del Atlantico,
region Caribe de Colombia. A. Especie Molossus molossus, B. Especie
Noctilio albiventris.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2024.412.13598

meros de Hill) revelaron una riqueza de especies (q0) para
ambas areas, con el area silvestre presentando una riqueza
significativamente mayor que el drea urbana (p=0,010),
aunque la curva de rarefaccion para el area silvestre no es
estable. Los valores de ql (riqueza de especies) para ambas
zonas revelaron abundancias similares, pero sin diferencias
significativas (p=0,080), y ambas curvas de rarefaccion tien-
den a estabilizarse, tendencia que se repite para los valores
de g2 (especie tipica), donde se observéd una dominancia de
los murciélagos silvestres con respecto al urbano, pero sin
diferencias significativas (p=0,080) (Figura 3).

Frecuencia de infeccion por Trypanosoma spp. en
murciélagos

De los 125 murciélagos capturados, siete hembras prefiadas
fueron excluidas (dos del ecotopo silvestre y cinco del ur-
bano), el 94,4% (118/125) de los murciélagos fueron anali-
zados. En cuanto al diagnostico molecular, se obtuvo que el
4,2% (5/118) de las muestras amplificaron una banda de 560
bp (Figura 4). En detalle, M. molossus del ecétopo silvestre se
encontro positivo con 2,5% (3/118), mientras que en el eco-
topo urbano se encontré a N. albiventris con 1,6% (2/118).

La frecuencia de infeccién por Trypanosoma spp. de
acuerdo con los analisis parasitologicos para los murciélagos
capturados en ecotopos silvestres fue del 5,8% (5/86) y paralos
ecotopos urbanos fue del 6,2% (2/32). Las especies de murcié-
lagos con presencia de tripomastigotes sanguineos fueron M.
molossus (para ecotoposssilvestres) y N. albiventris (para ecot6
pos urbanos).

El diagnostico parasitoldgico de M. molossus fue del
8,1% (5/61), con respecto al molecular (4,9%, 3/61). N. albi-
ventris presenté la misma frecuencia de infeccién por diag-
nostico parasitolégico y molecular (16,6%, 2/12).

No se encontrd asociacion entre la presencia de Trypano-
soma spp. en murciélagos y en los ecétopos (Fischer; p=1,000),
asi como no hay diferencias significativas entre la frecuencia
de infeccion por estos parasitos en murciélagos de areas silves-
tres (2,5%) y los de areas urbanas (1,6%) (p= 0,929).

DISCUSION

Pocos estudios han abordado la biodiversidad de la fauna
de murciélagos del Departamento del Atlantico en la region
Caribe de Colombia, y este es el primero en contribuir a la
actualizacion del inventario de murciélagos que habitan en
ensamblajes de ecotopos silvestres y urbanos con remanen-
tes de Bst, incluyendo también una primera aproximacion
de la presencia de Trypanosoma spp. en estos mamiferos. El
presente estudio abarcé el 57,1% de las familias reportadas
en el Departamento del Atlantico 19 y el 44,4% de las regis-
tradas en el Neotrdpico .

En cuanto a la estructura comunitaria con mayor esfuer-
zo de muestreo (q0), se pudieron conocer mas especies en el
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Figura 3. Curva de rarefaccion para la diversidad de orden q=0 (riqueza de especies), q=1 (especie tipica) y q=2 (especie dominante) de ensamblajes
de murciélagos capturados en ecétopos silvestres y urbanos del Departamento del Atlantico, region del Caribe de Colombia.

ensamblaje de la zona silvestre, que presentaba una mayor una mejor uniformidad (q2), aunque no hay diferencias sig-
diversidad de murciélagos con respecto a la zona urbana. nificativas entre las areas.

Las curvas de rarefaccion mds estables para las areas silves- El rol de M. molossus como hospedero de tripanosoma-
tres y urbanas (q1) reflejan un buen esfuerzo de captura que tidos ha sido reportado en Venezuela por Afiez et al. 'V, con
proporciona una contribucién aceptable al inventario de es- evidencia de transmisién congénita de T. cruzi, y en Brasil
pecies basado en abundancias. Aunque el drea urbana tiene por Oliveira da Silva “” con 54,0% de frecuencia de infeccién
una menor riqueza de murciélagos, este ensamblaje tiene (7/13) para T. cruzi'y 69,0% (9/13) para Leishmania spp. En

MPM M56 M98 M107 Cc- C+ MPM M92 MS6 C+ C- MPM

560 pb

560 pb

Figura 4. Visualizacion de los productos de PCR anidada de las muestras de sangre de murciélagos capturados en ecotopos silvestres y urbanos del
Departamento del Atldntico, region Caribe de Colombia en gel de agarosa al 1,5%. MPM: marcador de tamaio molecular (100-1.000 pb); M56, M92,
M96, M98, M107: muestras de ADN total extraidas de sangre impregnada en papel filtro con sus respectivos codigos; C+: control positivo (ADN de
Trypanosoma cruzi cepa MDID/CO/2018/Dm006); C-: control negativo.
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Colombia, se ha estudiado el papel de M. molossus como hos-
pedero de tripanosomatidos en el Departamento de Vicha-
da, con una frecuencia de infeccion del 83,3% (10/12) para
T. cruzi ", y en el Departamento de Casanare, con el primer
reporte de L. amazonensis en esta especie, sin datos sobre la
frecuencia de infeccién ©; a su vez, el mismo autor analizé
muestras de sangre de seis murciélagos del Departamento del
Atlantico, sin especificar la especie, pero observando la au-
sencia de infecciones por tripanosomdtidos. Asi, el presente
estudio seria el primer reporte de la especie M. molossus como
hospedero de Trypanosoma spp. en el Departamento del At-
lantico en Colombia.

La presencia de T. cruzi-TcBat, en N. albiventris de Brasil
fue reportada por Lima et al. 1. Marinkelle © reporté infeccion
por Schizotrypanum sp. en N. labialis, sinonimo de N. leporinus
por técnicas parasitologicas (50,0%, 157/315); este sindnimo
fue establecido como especie por Solari et al. 1. Los presentes
resultados corresponderian al primer registro de N. albiventris
como hospedero de Trypanosoma spp. en Colombia. No fue
posible obtener las especies de Trypanosoma circundantes por
secuenciacién genémica en el presente estudio debido a la limi-
tacion de recursos.

En conclusion, los resultados sugieren que la presencia
de murciélagos infectados con Trypanosoma spp. (obser-
vando tripomastigotes sanguineos) representa un riesgo
potencial, ya que pueden entrar en contacto con vectores
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