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Resumen

Los murciélagos constituyen el 20% de las especies de mamiferos en la actualidad, su capacidad de
dispersién y colonizacién de nuevos nichos ha permitido que estos vertebrados estén expuestos a
diferentes protozoos, como especies de los géneros Trypanosoma y Leishmania. Existen pocos estudios
que relacionen la co-infeccién de ambos géneros en los murciélagos, por lo que el objetivo de este
trabajo fue detectar ADN de Trypanosoma y Leishmania en murciélagos procedentes del departamento
de Casanare, Colombia y establecer la frecuencia de infeccion de ambos géneros. De los 172
murciélagos capturados, se encontraron 18 individuos correspondientes a las especies Phyllostomus
hastatus, Myotis spp. y Carollia perspicillata, que presentaban ambos géneros Trypanosoma y
Leishmania. El total de murciélagos infectados con Trypanosoma spp. fue de 63 y 20 para Leishmania
spp.. Este estudio refuerza la importancia de los murciélagos como reservorios de dos kinetoplastidos
causantes de enfermedades endémicas en Colombia.

Introduccion

Los murciélagos, ademas de ser los Unicos mamiferos voladores (1), representan uno de los
ordenes mas diversos dentro de los animales placentarios (2,3). Por su diversidad, han podido
explotar distintos nichos en todos los continentes, a excepcion de la Antartida (4). Colombia
es el pais con mayor cantidad de especies en América, con cerca de 200 reportadas hasta la
actualidad (5). Su diversidad esta relacionada con la variedad de dietas que presentan, que van
desde los que se alimentan de sangre y carne de vertebrados, los que cazan pequefios artropodos
hasta el consumo de frutos y néctar (6). Estos habitos ayudan al control de plagas y polinizacién
de plantas de importancia econdémica. Por esta razon, estos mamiferos pueden ser encontrados
desde sitios de poca vegetacion y pastizales hasta el dosel de los bosques (7). Como
consecuencia de los hébitos variados de las distintas especies de murciélagos, estos son
reservorios ideales para parasitos unicelulares (2).

Los tripanosomatidos son uno de los parasitos encontrados en los murciélagos, estos protozoos
incluyen géneros heteroxenos con ciclos alternos entre huéspedes invertebrados (generalmente
artropodos hematofagos) y vertebrados (8). Trypanosoma es uno de estos géneros y comprende
flagelados que infectan a todas las clases de vertebrados, incluyendo los quirdpteros, en todos
los continentes y son transmitidos por varios grupos de invertebrados (9). Este género se ha
diferenciado en al menos 10 clados definidos, los cuales son: T. brucei, T. cruzi, T. lewisi, T.
theileri, T. grayi, T. cyclops, aviar, cocodrilo, lagartos y serpientes, y clados acuéaticos (10-13).
De estos se destaca la especie T. cruzi encontrada en mamiferos, la cual es responsable de la
enfermedad de Chagas en América, que afecta aproximadamente 6 millones de personas en el
mundo y 437.960 personas en Colombia segln estimaciones del 2010 (14,15).

Ademas de Trypanosoma, otro género tripanosomatido de gran importancia es Leishmania, el
cual comprende 30 especies que también infectan mamiferos y son transmitidas por insectos
hematofagos de la familia Psychodidae, los cuales, tal como el parasito que transmiten, estan
distribuidos en regiones tropicales y subtropicales (16,17). Este género se divide en 3
subgéneros segun el sitio de desarrollo del parasito en el insecto: Leishmania (Leishmania),
Leishmania (Viannia) y Leishmania (Sauroleishmania) [18]. Segln la especie de Leishmania



puede presentarse las tres formas clinicas principales: cutanea, mucosa o visceral (19). En el
reporte mas reciente para Colombia en 2016, se contabilizaron 10.743 casos de leishmaniasis,
de las cuales 10.561 correspondieron a la forma cutanea, 122 a la forma mucosa y 60 a la
visceral (20).

Muchas de las enfermedades generadas por especies de los géneros Leishmaniay Trypanosoma
son problemas de salud publica, lo que motiva a varios paises a estudiar la presencia de estos
géneros en mamiferos, como en el murciélago, los cuales favorecen el ciclo de transmision de
estos géneros de parasitos (21). Paises del Viejo Mundo reportan la presencia de T. dionisii y
T. vespertilionis en especies de las familias Vespertilionidae y Miniopteridae en Africa y
Europa (22), mientras que en China no se ha encontrado positividad de Trypanosoma spp. en
la familia VVespertilionidae, pero si en Pteropodidae y Rhinolophidae (23). Para Leishmania en
el Viejo Mundo existen limitados reportes positivos (24-26) entre estos se reporta en Etiopia
la presencia de L. tropica y L. major en Cardioderma cor y Nycteris hispida respectivamente
(27).

Por otra parte, en el Nuevo Mundo, Brasil es el pais que més estudios tiene de Trypanosoma y
Leishmania, informando la presencia de T. cruzi, T. c. marinkellei, T. rangeli, y T. dionisii, en
especies de las familias Phyllostomidae y Vespertilionidae (28-30); y reportan L. infantum y
L. braziliensis en las familias de quir6pteros Molossidae, Vespertilionidae, y Phyllostomidae
(31-33). Mientras que en Colombia no existen estudios con respecto a especies de Leishmania
en quirdpteros, si hay de Trypanosoma. Como el estudio realizado en Casanare-Colombia,
donde detectaron T. cruzi cruzi, T. c. marinkellei, T. dionisii, T. rangeli, T. evansi y T. theileri
en murciélagos, informando que la especie que presentaba mayor infeccién era
Carollia perspicillata de la localidad de Nunchia (34). En Vichada, también en la Orinoquia
colombiana, reportan la presencia de T. theileri y T. wauwau en dos especies de murciélagos
Molossus molossus y Platyrrhinus héller (9).

En laactualidad, los estudios que identifiquen la co-existencia de ambos géneros en quirdpteros
son escasos, aungue en Brasil si se ha reportado la coinfeccion de Trypanosoma y Leishmania.
En Sao Pablo identifican la presencia de Trypanosoma spp., L. infantum y L. amazonensis en
murciélagos, de los cuales solo 2 individuos presentaban ambos géneros (35); mientras que en
Maranhao aislaron T. cruzi marinkellei, T. cruzi y L. infantum chagasi en murciélagos, donde
solo la especie Pteronotus parnellii presentaba infeccion por Trypanosoma spp. y L. infantum
chagasi (36). En cambio, en Brasilia se estudio la presencia de T. dionisii, T. rangeli, T. cruzi
y Leishmania spp. en especies de las familias Phyllostomidae y Vespertilionidae (37). Los
anteriores informes nos permiten evidenciar el desconocimiento en la coexistencia de ambos
géneros de parasitos en los murciélagos, incluida la ausencia de informacion en Colombia sobre
Leishmania en estos vertebrados. Ademas de los resultados negativos o limitados obtenidos
por algunos informes en el Nuevo Mundo (38). Identificar la coexistencia de ambos géneros
de tripanosomatidos es importante, ya que permitiria conocer sobre las relaciones eco-
epidemioldgicas que tienen los parasitos con los murciélagos y como este afectaria a otros
reservorios involucrados en los ciclos de vida de estos kinetoplastidos. Es por esto que, el
objetivo de este trabajo es determinar la frecuencia de infeccién de ambos protozoos por medio
de la detecciobn de ADN de Trypanosoma spp. y Leishmania spp. en murciélagos del
departamento de Casanare, Colombia.

Materiales y métodos
Area de estudio y muestreo

La captura de los murciéelagos se llevo a cabo en dos periodos del 2019, febrero y septiembre.
Se colectaron 172 individuos por medio de redes de niebla, sin discriminar edad o género, Se



realizd en 5 municipios del departamento de Casanare, Colombia (Fig. 1): 18 en Tamara (Cruz
Verde: 5°28'55.8"N 72°06'00.7"W), 11 en Mani (Belgrado: 4°48'58.1"N 72°20'15.9"W), 34 en
Yopal (La Niata: 5°24'26.2"N 72°18'34.4"W), 51 en Aguazul (Cueva guacharos: 5°12'30.6"N
72°34'345"W y La Graciela: 4°52'22.4"N 72°27'35.8"W) y 58 en Pore (San Isidro:
5°39'29.9"N 72°03'12.7"W, Curama: 5°42'11.3"N 72°02'25.2"W y Ramon Nonato:
5°40'03.1"N 72°05'17.9"W). Las redes de niebla se abrieron al atardecer durante cuatro noches,
cada noche en una localidad diferente. Luego de la captura, se obtuvo una muestra de sangre
por medio de puncion cardiaca con una jeringa de insulina de 1ml donde se obtuvo 1000 ul de
sangre en EDTA de cada espécimen, y se transfirid a un tampon de guanidina-EDTA para la
lisis completa de la sangre y conservacion de los fragmentos de ADN. Posterior a la toma de
sangre, cada uno de los murciélagos fue liberado en el mismo sitio de captura.

Figura 1. Municipios donde se realizé la toma de la muestra de sangre de los quirépteros.

Extraccion de ADN

Las muestras de sangre de cada espécimen, fueron preservadas en clorhidrato de guanidina 6M
y utilizadas para la obtencion del ADN. Para este proceso se utilizo el kit DNeasy Blood and
Tissue (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.) siguiendo el protocolo del fabricante con la adicion
de un spin en el ultimo paso luego de afiadir el buffer de elucion.

Amplificacion de ADN para deteccion de tripanosomatidos

Deteccion de ADN de Trypanosoma spp.

Con el fin de determinar la presencia de Trypanosoma spp. en las muestras de sangre de
quirdptero, todas las muestras, tanto las obtenidas durante febrero como las tomadas en
septiembre se almacenaron y procesaron en conjunto, a estas se les amplificé por medio de una
PCR anidada en tubos individuales y en dos montajes independientes. Se amplificé la region
variable V1 del gen 18S. Para ello, se utilizé la ADN polimerasa GoTaqg Color Less Master
Mix (12.5pl) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), ADN (5pul) y los cebadores
externos (1.25pl) 5-CAGAAACGAAACACGGGAG-3 '(forward) y (1.25ul) 5'-
CCTACTGGGCAGCTTGGA-3' (reverse), y agua para un volumen total de 25 pl. Este par de
cebadores amplifica una region de ~ 927 pares de bases (pb) del gen 18S rRNA (28). La
reaccion de PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 minuto (min) y 40 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 1 min, anillaje a 58°C por 1
min y extension a 72°C durante 1 min. Posteriormente, para determinar la eficacia de la
reaccion, se realizd una electroforesis en geles de agarosa (2%) y se visualizaron en un
transiluminador de luz UV.



Posteriormente, a partir del amplicon obtenido de la reaccion anterior, se tomé una alicuota de
5ul de cada reaccion para cada muestra de sangre para amplificar una region interna de ~556
pb con los cebadores SSU561F (1.25ul) 5-TGGGATAACAAAGGAGCA-3 ‘(forward) y
SSU561R (1.25pl) 5-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-3' (reverse) (39,40). La region
amplificada por estos cebadores es de ~556 pb. Tanto la mezcla de reactivos como las
condiciones de temperatura y ciclos fueron las mismas de la reaccion descrita anteriormente.
Asimismo, los productos fueron visualizados en geles de agarosa (1.5%) bajo luz UV. Con la
evaluacion cualitativa de los geles, se consideraron positivas para Trypanosoma spp. aquellas
reacciones para las cuales se observo una banda de ~ 600 pb en la electroforesis de la PCR
anidada. Tanto para la amplificacién externa como la interna se utiliz6 como control positivo
ADN de T. cruzi, mientras que el negativo fue agua grado molecular.

Deteccion de ADN de Leishmania spp.

De manera similar a la deteccion de Trypanosoma, la deteccidn de Leishmania se realiz6 una
PCR con el ADN de las muestras de sangre de cada uno de los murciélagos. La mezcla se hizo
utilizando la polimerasa GoTaq Green Master Mix (12.5 pl), ADN vy los cebadores HSP70F
(1.25ul)  5-AGGTGAAGGCGACGAACG-3' (forward) y HSP70R (1.25upl) 5'-
CGCTTGTCCATCTTTGCGTC-3' (reverse) agua (5ul), para un volumen total de 25 pl. La
reaccion de PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 95°C
durante 5 min y 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C durante 1 min, anillaje a 60°C durante 1
min y extension a 72°C por 1 min. El tamafio de fragmento esperado fue de aproximadamente
~337 pb (41). Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2% y se visualizaron bajo luz UV. A partir de la evaluacion de los resultados, se consideraron
positivas para Leishmania spp., aquellas muestras cuando se observé una banda de ~ 300 pb
en la electroforesis de la PCR anidada. Los controles positivos fueron cepas de L. amazonensis,
y L. panamensis ; el control negativo fue agua molecular.

Identificacion de especies de murciélagos

Para la determinacion de especies de murciélagos, Unicamente se tomaron las muestras de
sangre de aquellos especimenes que habian dado positivo para Trypanosoma, Leishmania, o
las dos en simultaneo. La amplificacion se llevd a cabo utilizando los cebadores L1085 5'-
CCCAAACTGGGATTAGATACCC-3’ (forward) y H1259 5'-
GTTTGCTGAAGATGGCGGTA-3' (reverse) en una reaccion de 35 ciclos: desnaturalizacion
a 94°C por 30 segundos (seg), anillaje a 57°C durante 15 seg y extension a 72°C por 30 seg.
Los cebadores usados amplifican un fragmento de 215pb del gen mitocondrial 12S.
Posteriormente, los productos de PCR fueron purificados utilizando ExoSAP-IT® para ser
enviados para secuenciacion de Sanger. Finalmente, las secuencias obtenidas fueron limpiadas
con el software SeqMan y los resultados obtenidos fueron contrastados con la base de datos de
nucledtidos de NCBI mediante la herramienta Blast (42).

Dieta y tipo de habitat

Las caracteristicas propias de los murciélagos tales como la preferencia alimenticia
(insectivoro, carnivoro, hemat6fago, nectarivoro o fructifero) y el habitat como entornos
silvestres (bosques), rurales (pastizales), urbanos (edificios) y urbanos no habitados (casas
abandonadas) fueron tomados con base a lo reportado por Brito et al., 2019 (43).

Andlisis de datos



Se utlizé el lenguaje de programaciéon R para el manejo de datos. En especial, los paquetes
ggplot2 y dplyr fueron usados para la organizacion de las bases de datos de acuerdo con la dieta
y el tipo de habitat. Posteriormente, teniendo en cuenta que las distintas variables son de
caracter categoérico, se realiz6 un Analisis de Correspondencia Multiple (MCA) de 5
dimensiones, utilizando los paquetes FactoMineR y FactoExtra; para la gréfica se utilizaron las
2 dimensiones que explicaban méas del 50% de la variacion total de los datos, incluyendo la
especie de murciélago, infeccion por protozoo, ubicacion, dieta y habitat. Finalmente, de las
65 muestras positivas para ambos géneros, se excluyeron dos por falta de informacion.

Resultados

De los 172 especimenes, se identifico la especie para aquellos que fueron positivos para uno o
ambos géneros de tripanosomatidos. No se identificaron todos los individuos de quirdpteros ya
la circulacion de estos organismos ha sido registrada en estudios previos (5,44). Se
identificaron nueve especies de murciélagos, todas pertenecientes al suborden Microchiroptera,
las cuales son: Anoura caudifer, Carollia brevicauda, Carollia perspicillata, Glossophaga
soricina, Myotis spp., Phyllostomus hastatus, Sarccopteryx leptura y Vampyrum spectrum
(Fig. 1 Anexo). Del total de los individuos recolectados, 36.6% (63/172) resultaron positivos
para Trypanosoma, 11.6% (20/172) para Leishmania, y 10.4% (18/172) para ambos parasitos

(Fig. 2).

Los municipios con mayor presencia de organismos infectados para ambos géeneros fueron
Aguazul y Pore, con 17 individuos positivos cada uno, los negativos correspondian a 34 y 41
respectivamente; seguidos de Yopal con 15 positivos y 19 negativos, luego Tamara con igual
nlimero de positivos y negativo (9 casos), finalmente Mani con 5 positivos y 6 negativos.

La especie mas abundante que contiene ambos paréasitos es Phyllostomus hastatus con 66.6%
(12/18), seguido de Myotis spp. con 22.2% (4/18), y finalmente Carollia perspicillata con
11.1% (2/18). Esta dltima es la que tiene mayor presencia de Trypanosoma con 38.09%
(24/63). Particularmente dos quirdpteros (Chiroptera), a los que no se le realizd la
identificacion de especie, dieron positivo para Leishmania.
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Figura 2. Frecuencia de las especies de murciélagos por municipios infectados por Trypanosoma y/o Leishmania. A.
Aguazul. B. Mani. C. Pore. D. Tamara. E. Yopal.

Las especies colectadas de murciélagos se distribuyen en 3 familias, el 82.5% son de la familia
Phyllostomidae, el 15.8% de la familia Vespertilionidae y el 0.63% son de la familia
Emballonuridae. Por medio de un analisis bibliografico se evaluo la preferencia alimenticia 'y



el habitat de los quirdpteros [43]. Se determind que los quirdpteros positivos para Trypanosoma
ylo Leishmania se clasifican segun 4 preferencias alimenticias (carnivoro, insectivoro,
fructifero y nectarivoro) [43]. Se observa que la mayoria de las especies son de habito
insectivoro (Fig. 3A), como las especies Myotis spp. y Sarccopteryx leptura. Por otro lado, la
informacion obtenida reporta que las especies del género Carollia son estrictamente fructiferas;
la especie Phyllostomus hastatus es la Unica especie que tiene todos los habitos, compartiendo
la dieta carnivora con Vampyrum spectrum y la nectarivora con Anoura caudifer y
Glossophaga soricina.

Con respecto al habitat, todas las especies reportadas se pueden encontrar en entornos
silvestres, como bosques secundarios y primarios (Fig. 3B) [43], algunas como Vampyrum
spectrum, Myotis spp. y Micronycteris brachyotis habitan solamente en este; mientras que
Anoura caudifer puede ser encontrada en todos los habitats. Carollia perspicillata por su parte,
puede ser vista en entornos urbanos o urbanos no habitados, tales como edificios abandonados,
este Gltimo es compartido con Glossophaga soricina. Carollia brevicauda, Phyllostomus
hastatus y Sarccopteryx leptura se pueden ver en areas rurales (Fig. 3B).
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Figura 3. Preferencias en la dieta y habitat de las especies de murciélagos positivas para ambos parasitos. A. Dieta de
los quirdpteros (carnivoro, fructifero, nectarivoro e insectivoro). B. Preferencia en el habitat (silvestre, rural, urbano y
urbano no habitado)

En el MCA se obtuvo 5 dimensiones, de las cuales se seleccionaron las 2 que mejor representan
los datos, la primera dimension con 33.2% Yy la segunda con 17,5% (Fig. 4), evidenciando que
la presencia de Trypanosoma y Leishmania se encuentra mayoritariamente en la especie
Phyllostomus hastatus, ademas se evidencia que la presencia de uno o ambos parasitos no es
un diferencial entre los quirdpteros. Por otro lado, no se tuvo en cuenta para el MCA las
especies infectadas unicamente por Leishmania por falta de informacion, ya que no se contaba
con la identificacion de la especie.
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Figura 4. MCA de las especies de murciélagos con Trypanosoma spp. 0 Trypanosoma spp. y Leishmania

Discusién

El numero de articulos que han estudiado la coinfeccion de Leishmania y Trypanosoma en
murciélagos es escaso. No obstante, la deteccion de estos protozoos en quirdpteros es
importante porque estos Ultimos facilitan la transmision de enfermedades generadas por
especies de los géneros Leishmania y Trypanosoma a otros vertebrados, incluido el humano
[2]. Esta capacidad de facilitar la dispersion de Trypanosoma y Leishmania por parte de los
murciélagos es debido a sus interacciones interespecificas con artropodos transmisores de los
parasitos, ademas de la habilidad de colonizar nuevos nichos, tanto silvestres como
intervenidos (Fig. 3B) (9,35,37).

En el presente estudio se reporta la coinfeccion de Leishmania spp. y Trypanosoma spp. en 18
individuos de tres especies diferentes de murciélagos, Phyllostomus hastatus, Myotis spp. y
Carollia perspicillata; siendo la primera vez que se identifica infeccién simultdnea en
quirdpteros colombianos. Esto mismo es reportado en Brasil, en donde se ha encontrado, en
trabajos independientes, la coinfeccion de Trypanosoma y Leishmania en 21 individuos de las
familias Molossidae, Noctilionidae, Mormoopidae, Phyllostomidae y Vespertilionidae (35—
37,45). En términos de frecuencia de infeccidn, el actual trabajo presenta una mayor frecuencia,
de 10.4% comparado con algunos de los obtenidos en Brasil, donde 0.04% y 0.14% fueron en
Sao Pablo (35,45) 0.86% en Maranhao (36) y 12.32% en Brasilia (37). Esto puede ser
explicado por las diferencias en el esfuerzo de muestreo y las técnicas de deteccién, ya que
algunos estudios usan pruebas serolégicas como la identificacion de anticuerpos por medio de
inmunofluorescencia (IFAT) y/o PCR de la regién V7-V8 para reconocer Trypanosoma y
Leishmania. Para pruebas seroldgicas se ha demostrado que existe la posibilidad de reacciones
cruzadas con otros patdogenos que alterarian los resultados (46), esto sumado a la escasa
variabilidad que tiene la region V7-V8 (47). Con el fin de evitar estos posibles errores, el actual
trabajo identificé Trypanosoma por medio de la region variante V1 del gen 18S (39,40) y el
uso HSP70 para establecer infeccion por Leishmania, teniendo en cuenta su elevada
sensibilidad para identificar este género de parasitos (41).

Las especies de quirdpteros fueron identificadas por medio del gen mitocondrial 12S, el cual
es ampliamente usado para identificar vertebrados y tiene una buena resolucién comparado con
otros métodos de identificacion como por morfologia (48,49). De estas especies de murciélagos



aqui reportadas, unicamente tres presentaban ambos géneros de tripanosomatidos. no hay
reportes de coinfeccidn en estas especies de murciélagos en América, si se ha evidenciado la
presencia de estos kinetoplastidos por separado en individuos diferentes de las mismas
especies. En particular, L. infantum (32,50), T. cruzi (36) y T. rangeli (35) han sido aisladas en
individuos de las especies Phyllostomus hastatus, Myotis spp. y Carollia perspicillata. La
infeccion en estas especies de murciélago posiblemente es producto de sus preferencias
alimenticias y el tipo de habitat que ocupan (Figura 3A-3B).

De acuerdo a lo anterior, la co-infeccion en murciélagos con los dos protozoos se puede deber
a su co-existencia con artropodos hematé6fagos, tales como las moscas del género Phlebotomus
(51-53) y las garrapatas ectoparasitas de la familia Ixodidae (54-56), las cuales tienen la
capacidad de transmitir ambos protozoos. La transmision de Trypanosoma ha sido
ampliamente estudiada en triatominos de la familia Reduviidae (57-61), como Panstrongylus
geniculatus, Rhodnius prolixus, Rhodnius pallescens, a los cuales se les ha encontrado entre
sus preferencias alimenticias, los murciélagos (62). Los anteriores triatominos fueron
encontrados en areas selvaticas y domeésticas, lo cual concuerda con los resultados aqui
mostrados, donde los quiropteros se han presentado en zonas silvestres e intervenidas (Fig.
3B). Tampoco se descarta que la infeccion por Trypanosoma sea consecuancia del consumo de
organismos infectados (9,34), transmision congénita (63) o salivar (64). Por otra parte, para la
transmision por parte de Leishmania se ha reportado que la especie Lutzomyia longipalpis se
alimenta a base de distintos mamiferos, entre los que estan los murciélagos (65,66).

A pesar de que solo tres de las nueve especies de murciélagos evaluadas en el presente estudio,
resultaron positivas para ambos géneros, cabe resaltar que algunas de las restantes seis, como
Glossophaga soricina y Carollia brevicauda, ya habian sido reportadas como hospederos de
Trypanosoma en la Orinoquia colombiana. Mas especificamente, en el actual estudio se reporta
una tasa de infeccion de tripanosomatidos del 36.6% para Casanare. En comparacion, en un
estudio previo hecho en el mismo departamento se reportdé un 61% de prevalencia,
correspondiente a infecciones por T. cruzi cruzi, T. c. marinkellei, T. dionisii, T. rangeli, T.
evansi y T. theileri (34). Ademas, las infecciones de T. cruzi se han registrado con una
frecuencia del 22.58% en La Candelaria y 11.11% en Los Potrillos (67). Finalmente, la tasa
mas alta registrada en la region de la Orinoquia, fue medida en Vichada con el 66.7% de
individuos quirdpteros infectados con T. theileri y/o T. wauwau (9). Diferencias en los
resultados pueden ser consecuencia por el tamafio de la muestra y esfuezo de muestreo
realizados en cada estudio, ademas de la sensibilidad de las pruebas moleculares, ya que a
diferencia de los anteriores estudios, el presente estudio realiza PCR anidada de la region
variable V1 del gen 18S para la identificacion de Trypanosoma (39,40).

El hallazgo de murciélagos infectados con Leishmania en Casanare es atipico, ya que este
departamento no es una region endémica para enfermedades causadas por este género de
protozoo. Estudios similares hechos en Brasil reportan la presencia de Leishmania en
murciélagos provenientes de regiones no endémicas de esta enfermedad, como en el
estado Minas Gerais donde la frecuencia fue de 8%, similar al 11.6% obtenido en el presente
estudio (Fig. 2) (33). Esta diferencia puedo ser ocasionada por el tamafio de la muestra y la
abundancia de estos reservorios (9,10), ya que de las 20 especies de murciélagos brasilefios
solo coinciden tres, una de las cuales son P. hastatus (8.8%) positiva para Leishmania spp.

De acuerdo a lo anterior, no se puede descartar la presencia de Leishmania en las otras especies

de quirdpteros reportados, ya que anteriormente ha sido reportado que el tipo de muestra
utilizada juega un papel muy importante en la deteccion del parasito por medio de la prueba de
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PCR. En especial, se ha visto que las muestras de sangre presentan baja sensibilidad, en
comparacion a muestras de otros érganos como bazo, higado o piel, (32,33). Los anteriores son
mas invasivos que la puncion cardiaca y requieren que los quirdpteros sean sacrificados (45).
Aunque en estudios previos se ha evidenciado que fragmentos de alas e hisopos orales han
resultado en una tasa de positividad mas alta que en muestras de sangre de los mismos
individuos (37). Esto puede ser una de las causas de porqué no se encontr6 leishmaniasis en
especies como Glossophaga soricina, a pesar de que L. braziliensis, L. amazonensis (33) y L.
infantum (45) han sido identificados en esta especie en Brasil.

Profundizando lo anterior, es posible que los 20 individuos que presentaron ADN de
Leishmania, correspondientes al 11.6 % del total, hayan podido infectarse de manera natural,
tal como ha sido evidenciado en varios estudios, lo cual sugiere que los quirdpteros juegan un
rol epidemiol6gico muy importante en el ciclo de transmision de la leishmaniasis (32,33,45).
De igual forma, los resultados obtenidos en el MCA (Fig. 4) soportan publicaciones hechas por
otros autores en donde se afirma que la infeccion por Leishmania no se ve favorecida por los
habitos alimenticios de los murciélagos, aun cuando las especies encontrandas tengan habitos
insectivoros (33).

Los hallazgos de co-infeccion de 10.4% en este trabajo refuerzan declaraciones anteriores que
muestran el importante papel que juegan las especies de murciélagos en la transmision de
Trypanosoma y Leishmania, ya que se encontro infeccion por Leishmania en una region donde
se demuestra su reciente incremento en casos de leishmaniasis segun reportes del Instituto
Nacional de Salud en el 2018 (68). Esto sumado a que la leishmanisis afecta a distintos
vertebrados, encontrandose principalmente leishmaniasis visceral y cutanea en humanos y
perros, transmitidas por Lu. longipalpis y Lu. evansi (69). Por otro parte, se corroboran estudios
anteriores de tripanosomiasis en murciélagos de Casanare, que confirman la presencia de esta
enfermedad en este departamento. Lo anterior es importante ya que adicional a la enfermedad
de Chagas en humanos, se encuentran otras enfermedades generadas por Trypanosoma, algunas
como T. evansi, afectan al ganado provocando problemas econémicos (70) u otras también
generan nagara en diferentes animales domésticos (71). Finalmente, para futuros analisis, es
importante tener en cuenta el papel de los murciélagos en el circuito eco-epidemioldgico de los
parasitos, ademas de identificar las especies de Trypanosoma y Leishmania por medio de Deep
sequencing.

Conclusion

El presente estudio utiliza técnicas moleculares para la identificacion de Trypanosoma y
Leishmania en murciélagos, siendo el primero en describir la presencia de ambos protozoos en
quiropteros en Colombia. Este trabajo refuerza estudios anteriores de infeccion de
tripanosomatidos en quirdpteros, corroborando el potencial papel que cumplen en la
transmision de enfermedades endémicas y no endémicas en el pais. Lo anterior presenta
importantes implicaciones epidemiologicas especialmente para la tripanosomiasis Yy
leishmaniasis en diferentes vertebrados, teniendo en cuenta que es el primer reporte de
Leishmania en murciélagos del Neotrdpico en la Orinoquia, region donde esta enfermedad no
es endémica.
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