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Resumen

Titulo: Identificacion por métodos moleculares de hemoparasitos del género Trypanosoma en
murciélagos (Orden: Chiroptera) asociados a agroecosistemas en el departamento de Santander,
Colombia.*

Autor: Gustavo Adolfo Castro Torres**

Palabras Clave: Chiroptera, infeccion, PCR anidada, tripanosomatidos
Descripcion: Debe contener minimo doscientas, maximo trescientas palabras.

Los murciélagos (Orden Chiroptera) destacan entre los mamiferos por ser reservorios de una gran
cantidad de patogenos zoondticos. Estos organismos mantienen los ciclos silvestres de parésitos de
importancia humana y veterinaria como los incluidos en los géneros Trypanosoma y Leishmania.
En Colombia, pese a presentar la mayor diversidad de especies de murciélagos en el Neotrdpico,
son pocos los estudios orientados a identificar parésitos del género Trypanosoma en
quiropterofauna, especialmente en regiones endémicas de la enfermedad de Chagas como el
departamento de Santander. Con el fin de determinar la infeccion con parasitos tripanosomatidos
en murciélagos asociados a agroecosistemas en Santander, se realizd un muestreo en siete
localidades con altitudes entre 65 y 2.353 ms. n. m. Para determinar la infeccién, se obtuvo ADN
de muestras sanguineas de murciélagos y se realizé PCR anidada dirigida a amplificar un fragmento
del gen ARNr 18S de tripanosomatidos. Las secuencias obtenidas fueron usadas en analisis
bioinformaticos y filogenéticos para establecer la identidad de los parésitos. Un total de 233
individuos de 26 especies de murciélagos fueron evaluados. La frecuencia de infeccién por paréasitos
tripanosomatidos se estimod en 11%. Se identificaron las especies Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
dionisii, Trypanosoma wauwau y linajes del clado Trypanosoma spp. Neobat. Una secuencia del
protozoario Rhynchomonas nasua fue identificada en muestras de Carollia perpicillata. Los
resultados revelaron infeccion por parésitos tripanosomatidos en murciélagos presentes en
diferentes agroecosistemas por debajo de 2.353 ms. n. m; asimismo, denotan una importante
diversidad de tripanosomas de linajes del clado Trypanosoma spp. Neobat. Los quirépteros pueden
tener un rol importante en los ciclos de transmision de parasitos tripanosomatidos, soportado en 12
nuevos reportes de infeccion detectados en ocho especies de murciélagos neotropicales.

“ Trabajo de Grado

“ Universidad Industrial de Santander, Facultad de ciencias, Escuela de Biologia. Director:
Fernando Rondon Gonzélez, PhD. Doctor en Ciencias Biologia. Codirector: Claudia Liliana Cuervo
Patifio PhD Ciencias Bioldgicas
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Abstract
Title: ldentification by molecular methods of hemoparasites of the genus Trypanosoma in bats
(Order: Chiroptera) associated with agroecosystems in the department of Santander, Colombia.”
Author(s): Gustavo Adolfo Castro Torres ™
Key Words: Chiroptera, infection, nested PCR, trypanosomatids
Description:

Bats (Order Chiroptera) stand out among mammals for being reservoirs of many zoonotic
pathogens. These organisms maintain the wild cycles of parasites of human and veterinary
importance such as those included in the genera Trypanosoma and Leishmania. Colombia, even
though it has the greatest diversity of bat species in the Neotropics, there are few studies aimed at
identifying parasites of the genus Trypanosoma in chiropter fauna, especially in endemic regions of
Chagas disease such as the department of Santander. In order to determine the infection of
trypanosomatids parasites in bats associated with agroecosystems in Santander, sampling was
carried out in seven locations with altitudes between 65 and 2,353 ms. n. m. To determine the
infection, DNA was isolated from blood samples of bats and nested PCR was performed aimed at
amplifying a fragment of the 18S rRNA gene from trypanosomatids. The sequences obtained were
used in bioinformatic and phylogenetic analyzes to establish the identification of the parasites. A
total of 233 individuals of 26 bat species were evaluated. The frequency of infection by
trypanosomatid parasites was estimated in 11%. The species Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
dionisii, Trypanosoma wauwau and lineages of the clade Trypanosoma spp. Neobat were identified.
A sequence of the protozoan Rhynchomonas nasua was identified in samples of Carollia
perpicillata. The results revealed infection by trypanosomatid parasites in bats present in different
agroecosystems below 2,353 ms. n. m; also, they denote an important diversity of trypanosomes
from lineages of the Trypanosoma spp. Neobat. Bats may play an important role in the transmission
cycles of trypanosomatid parasites, supported by 12 new reports of infection detected in eight
neotropical bat species.

“ Degree Work

“Universidad Industrial de Santander, Facultad de ciencias, Escuela de Biologia. Director:
Fernando Ronddn Gonzéalez, PhD. Doctor en Ciencias Biologia. Codirector: Claudia Liliana Cuervo
Patifio PhD Ciencias Bioldgicas
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Introduccion

Los murciélagos (orden Chiroptera) son un grupo ampliamente distribuido y él mas diverso
después de los roedores, correspondiendo al 20% de las especies descritas de mamiferos a nivel
mundial (Diaz et al., 2016). Este grupo es un componente importante para los ecosistemas ya que
ocupan una gran variedad de nichos troficos (Luis et al., 2013), puesto que, al ser los Unicos
mamiferos con la capacidad de mantener un vuelo sostenido, desempefian un papel crucial en
procesos ecoldgicos como son: a) dispersion de semillas; b) polinizacion de flores y c¢) control de
insectos considerados plagas (Hodgkison et al., 2013).

Este grupo de mamiferos también se destaca por ser reservorio de agentes patdgenos y se
reconoce como portador asintomatico de virus y protozoos (Brook & Dobson, 2015), principalmente.
Existen reportes que los murciélagos pueden ser parasitados por agentes causantes de enfermedades
de salud publicay veterinaria como Toxoplasmosis (de Jesus et al., 2017), Tripanosomiasis y Malaria
(Brook & Dobson, 2015).

Trypanosomatidae es una familia de parésitos protozoarios estrechamente asociados a
infeccion en murciélagos (Lourenco et al., 2017), con varias especies importantes en salud publica
dado que causan enfermedades en humanos (Kaufer et al., 2017). Dentro de esta familia se reconoce
el género Trypanosoma, que contiene a Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de
Chagas (Nodarse et al., 2019). Esta especie de parasito suele ser transmitida por varios grupos de
invertebrados, principalmente triatominos (Ramirez et al., 2014); insectos hematdfagos comunmente
conocidos como “pitos” de la familia Reduviidae (Szpeiter et al., 2017). Estos insectos se distribuyen

en zonas urbanas, rurales y silvestres, y transmiten el parasito tanto a animales domésticos como
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salvajes (Guhl, 2009), ya sea a través del consumo de triatominos infectados o contaminacion
sanguinea con las heces del insecto (Hamilton et al., 2012).

Las infecciones ocasionadas por Trypanosoma, son consideradas zoonosis complejas que
afectan a mas de 70 géneros de mamiferos reservorios, dentro de los que se destacan los murciélagos
(Dario et al., 2017a). Los reportes de la prevalencia de infeccion por hemoparéasitos del género
Trypanosoma en murciélagos del Neotrdpico, son bajos para lo que se esperaria en este grupo de
organismos (Ramirez et al., 2014). Ejemplo de lo anterior es la baja ocurrencia de infeccion (4% -
9%) en Colombiay Brasil (Dias et al., 1942; Deane, 1961; Marinkelle & Duarte, 1968), posiblemente
asociado al método empleado para estimar la infeccion, el cual se enfocd en la descripcion
morfoldgica del parésito (Marinkelle & Duarte, 1968). De hecho, estudios realizados en los
departamentos de Antioquia (Jaramillo & Moreno, 1987), Tolima y Norte de Santander (Marinkelle
& Duarte, 1968) y en reportaron valores de prevalencia cercanas al 10% a partir de frotis sanguineos.
Lo anterior pone en evidencia la subestimacion de la prevalencia de la infeccion cuando los métodos
usados para determinarla no poseen una buena sensibilidad ( Pinto et al., 2015).

Adicionalmente, son pocos los estudios orientados a identificar, usando marcadores
moleculares, parasitos del género Trypanosoma en especies de murciélagos de América Latina,
teniendo en cuenta el amplio rango geografico, la diversidad de biomas y la variedad de especies
presentes de murciélagos en los paises de esta region, asi como la modificacion antrépica de los
ecosistemas, la cual afecta de forma dramatica la dindmica de los paréasitos (Keessing et al., 2006);
siendo Brasil el pais donde mas se han llevado a cabo (Da Costa et al., (2016).

Todos los aspectos anteriormente relacionados pueden estar presentandose en Colombia,
segundo pais con la mayor diversidad de especies de murciélagos a nivel mundial después de

Indonesia (Humboldt Instituto, 2021); por tanto, realizar estudios en diferentes regiones del pais
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que incluyan métodos de identificacion basados en marcadores moleculares, permitird evaluar
hipotesis sobre la ecologia y distribucion de las especies de Trypanosoma que infectan murciélagos,
ademas de estimar la prevalencia de infeccion y denotar la presencia de especies de este género o
de linajes no descritos para el pais (Jaimes-Duefiez et al., 2020b; Ramirez et al., 2014).

El departamento de Santander estd catalogado como endémico para la enfermedad de
Chagas (MinSalud, 2013). Adicionalmente, de este departamento se cuenta con reportes de
infeccion por parasitos del género Trypanosoma en mamiferos domésticos (Jaimes-Duefiez et al.,
2020a, 2021) y silvestres diferentes a murciélagos (Reyes et al., 2017). Segun el por Sociedad
Colombiana de Mastozoologia (Ramirez-Chaves et al., 2021), en este departamento del nororiente
colombiano se han reportado cerca de 109 especies de murciélagos; de estas, algunas registradas en
ecosistemas carsticos que presentan infeccion por Trypanosoma (Herrera, 2018).

Con base en el contexto anterior y dado el escaso nimero de investigaciones que incluyen
muestras de quiropterofauna del departamento de Santander, el presente trabajo de grado, modalidad
investigacion, se concentr6 en identificar parasitos tripanosomatidos en murciélagos asociados a
agroecosistemas de este departamento de Colombia. Para esto se utilizaron técnicas de biologia
molecular que permitieron identificar las especies de parasitos que infectan murciélagos y asi
establecer la frecuencia de infeccion y plantear hipétesis que muestran la relacion filogenética de las
especies y linajes de Trypanosoma identificados en el estudio. La informacion que se genero seréa
atil al momento de dilucidar la dindmica de Trypanosoma en futuros estudios orientados a entender

la ecologia y evolucion de estos parésitos en Chiroptera y otros vertebrados.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Determinar la infeccion por parasitos tripanosomatidos en una muestra de murciélagos

presentes en agroecosistemas de distintas localidades del departamento de Santander, Colombia.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar las especies de murciélagos colectados en diferentes agroecosistemas del

departamento de Santander.

e Detectar la presencia de tripanosomatidos en las muestras de murciélagos bajo estudio.

e Estimar la frecuencia de infeccion por Trypanosoma en las muestras de murciélagos

consideradas en el estudio.
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3. Marco tedrico
3.1 Generalidades de Chiroptera

Los murciélagos (orden Chiroptera) incluyen méas de 1400 especie descritas a nivel global
(Mammal Diversity Database, 2022). Este grupo ha diversificado en un gran nimero de especies en
un tiempo relativamente corto en comparacion con otros mamiferos (Voigt & Kingston, 2016), se
atribuye a que son los Unicos dentro de éste grupo con un vuelo verdadero (Teeling et al., 2005).
Aunque la mayoria de las especies son insectivoras, la diversidad tréfica es extraordinaria para un
solo orden con especies: frugivoros, nectarivoros, piscivoros, hematdfagos y carnivoros (Molinari
et al., 2012). Lo que conlleva a que participen en procesos ecoldgicos como la polinizacion,
dispersion de semillas y el control de plagas (Hodgkison et al., 2013).

Este grupo de mamiferos se encuentran distribuidos en todos los continentes, excepto en la
Antértida (Racey & Entwistle, 2003). Lo cual confiere de manera adicional un valor a este grupo
de organismos porque son considerados como indicadores de biodiversidad y salud del ecosistema
a nivel mundial (Voigt & Kingston, 2016). Aunado a la amplia distribucion son el grupo de
mamiferos, en promedio, con mayor nimero de especies en una localidad determinada, de hecho,
la diversidad alfa puede alcanzar cerca de 70 especies en los Paleotrépicos (Kingston, 2010) y mas
de 100 en el Neotrépico (Rex et al., 2008).

Chiroptera es el grupo que presenta mayor riqueza de especies dentro de la clase Mammalia
en el pais (Ramirez-Chaves et al., 2021); corresponde al 40% de las especies de mamiferos presentes
en el territorio colombiano. Se agrupan taxondémicamente en ocho familias con 217 especies
descritas de las cuales ocho son endémicas, ocho se reportan en estado vulnerable y una en peligro

critico (Ramirez-Chaves et al., 2021)Estos mamiferos se distribuyen en el pais entre los 0 y 3600
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metros sobre el nivel de mar (ms .n .m), principalmente en zonas bajas; del total de familias
reportadas, las especies pertenecientes a Phyllostomidae son las mas abundantes, principalmente
aquellas con habito alimenticio frugivoro (Ramirez-Chaves et al., 2021), dentro de su dieta se
incluyen frutos de plantas de las familias Moraceae, Piperaceae, Arecaceae, Anacardiaceae,
Sapotaceae, Solanaceae y Meliaceae (Aroca et al., 2016); aunque algunas de estas especies de
murciélagos suelen complementar su dieta con insectos (Arias & Pacheco, 2019). El segundo grupo
de especies méas representativas para el pais corresponde a las familias Emballonuridae,
Vespertilionidae y Molossidae; las cuales se caracterizan por presentar habito alimenticio
insectivoro, principalmente de los 6rdenes Lepiddptera, Coleoptera, Ortoptera, Homoptera, Diptera
y Hemiptera (Aguiar &Antonini, 2008).

La mayoria de los estudios sobre murciélagos en Colombia se encuentran principalmente
enfocados en el nivel de ecologia de comunidades, inventarios o listas regionales (Rodriguez-
Posada, 2010), lo que ha permitido evidenciar que pese a ser un grupo con una alta capacidad
adaptativa a la perturbacion del hébitat, algunas especies son altamente susceptibles a la pérdida y
fragmentacion, afectando el ensamblaje de las comunidades. Lo anterior conlleva tanto a la pérdida
de especies como de gremios tréficos, ademas del reemplazo de especies especialistas por

generalistas (Estrada-Villegas et al., 2010; Estrada & Coates-Estrada, 2002).

3.2 Reservorios zoonoticos y caracteristicas
3.2.1 Reservorios y zoonosis

Una gran variedad de organismos causantes de enfermedades o agentes patdgenos como
parésitos y bacterias infectan animales silvestres, contribuyendo al incremento de las enfermedades

emergentes y reemergentes como una amenaza para la salud publica (Barriga, 2003). La emergencia
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de enfermedades humanas ocurre cuando los patdégenos de los hospedadores silvestres o domésticos
pueden saltar y adaptarse en la especie humana siendo consideradas estas enfermedades como
zoonosis, como en el caso de las tripanosomiosis existente en animales silvestres y humanos (Botero
& Restrepo, 2012). Por lo tanto, determinar como los hospederos son cruciales para la persistencia
de estos patdgenos multihospedaderos, como es el caso de los reservorios, es esencial para el disefio
de medidas de control efectivas (Viana et al., 2014).

Entre los factores que inciden en que una especie animal tenga potencial como reservorio o
vector de enfermedades zoondticas incluyen: (1) la sobreposicion de su distribucion geografica
respecto al rea donde se encuentra la especie patogena; (2) la abundancia de especies reservorias
en el ambiente; (3) las interacciones entre el parasito y el hospedero reservorio; (4) la falta de
enfermedad significativa en el hospedero reservorio junto con periodos prolongados de infeccién
que permitan la transmision entre parasito y hospedero y (5) los habitos tanto de la poblaciones
hospederas como reservorias en ambientes naturales y antrdpicos (Belt, 2018). Adicionalmente, la
fragmentacion de los habitats altera la composicion de las especies, muchas de ellas hospederas de
patdgenos, lo que incrementa el riesgo de transmision de agentes patogenos (Patz et al., 2004).
3.2.2 Potencialidad los murciélagos como reservorios de microrganismos zoono6ticos

Se han realizado muchos estudios que sugieren que los murciélagos tienen rasgos que les
otorgan un potencial Gnico para actuar como hospederos reservorio de parasitos zoonoticos (Luis et
al., 2013). Precisamente, estos ultimos autores determinan como rasgos para ser considerados
reservorios los siguientes: 1) vida prolongada que puede permitir la persistencia de infecciones
cronicas a largo plazo en la poblacion del hospedero; 2) tamafio corporal grande; 3) letargo
prolongado que ralentiza la replicacion viral y reduce la actividad del sistema inmunitario; 4) vuelo

y migracion de larga distancia que pueden aumentar la dispersion del parasito y 5) caracteristicas
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de descanso que incluyen colonias muy grandes y densas que pueden albergar maltiples especies,
lo que facilita la transmisién de parésitos entre especies. Dado el alto grado de diversidad de los
murciélagos, se debe precisar que, cada uno de los rasgos anteriores no se encuentra en todas las
especies de estos organismos.

Los rasgos anteriormente mencionados determinan que en este grupo de mamiferos
alberguen una alta diversidad de parasitos, lo cual permite considerarlos como participantes
importantes en procesos evolutivos y de propagacion tanto de virus (Banyard et al., 2011) como de

paréasitos protozoarios (Hamilton et al., 2012).

3.3 Familia Trypanosomatidae

La familia Trypanosomatidea estd constituida por protozoos parasitarios pertenecientes al
Filo Euglenozoa, orden Kinetoplastida (Baruch, 2013). Contiene 19 géneros clasificados en dos
categorias que incluyen las caracteristicas morfologicas asi como la relacién con sus hospederos
(Lopes et al., 2010). Estos incluyen monoxénos (un solo hospedero), restringidos a hospederos
invertebrados (principalmente insectos) como son los géneros: Angomononas, Blastocrithidia,
Blechomonas, Crithidia, Herpetomonas (Kaufer et al., 2017). Digenéticos (dos hospederos),
organismos capaces de parasitar humanos, animales y plantas; que utilizan insectos como vectores,
se destacan los género: Endotrypanum, Phytomonas, Porcisia, Leishmania y Trypanosoma
(Espinosa et al., 2018 ; Lopes et al., 2010). Estos dos ultimos generos son de importancia en salud
publica, ya que generan infecciones a mas de 30 millones de personas en todo el mundo, a las que
le pueden causar enfermedades de altas tasas de mortalidad y morbilidad, especialmente en Africa,

Ameérica del Sur y Asia (Nodarse et al., 2019).
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3.3.1 Género Trypanosoma

Las especies pertenecientes al género Trypanosoma presentan un flagelo y su Unica
mitocondria contiene un kinetoplasto localizado cerca del cuerpo basal de este (Baruch, 2013).
Presentan diferentes estados morfoldgicos, la forma tripomastigote, es la Gnica que puede infectar
a los hospederos vertebrados, presentandose en el torrente sanguineo de éstos (Hamilton et al.,,
2004).

Los protozoarios de este género pueden infectar todos los grupos de vertebrados (Hamilton
et al., 2007; Kaufer et al., 2017) y suelen ser transmitidos por varios grupos de invertebrados
(Ramirez et al., 2014).

La clasificacion del género Trypanosoma que infectan mamiferos se separan en dos grupos
segun el mecanismo de transmision (Hoare, 1972). El grupo de los Salivaria, donde el vector inocula
al hospedero el parésito mediante la picadura y, el grupo Stercoraria, donde le vector transmite al
hospedero el parasito mediante contaminacion con las heces infectadas que ingresan por la herida
que se forma por la picadura (Hoare, 1972). Un tercer tipo de transmision lo constituye
exclusivamente Trypanosoma equiperdum, causante de “durina" en caballos, al cual no se le conoce
el vector y su modo de transmision es durante la cépula del hospedero (Lai et al., 2008). Los
Trypanosomas salivares comprenden cuatro subgéneros: Trypanozoon, Duttonella, Nannomonas y
Pycnomonas; mientras que los Stercoraria comprende tres subgéneros: Schizotrypanum,
Megatrypanum y Herpetosoma (Nodarse et al., 2019).

3.3.2 Generalidades de las infecciones causadas por Trypanosoma.

La mayoria de las especies del género Trypanosoma causan poco dafio al hospedero. Sin

embargo, en Africa tropical Trypanosoma bruceli es responsables de la tripanosomiasis africana

humana (enfermedad del suefio), mientras que, en el Nuevo Mundo, T. cruzi es considerado el
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agente causal de la enfermedad de Chagas (Hamilton et al, 2009). Esta Gltima afecta principalmente
a las poblaciones humanas rurales de América del Sur y Central, y es considerada como una
infeccion parasitaria de alta importancia para la salud publica en América Latina, por ser una
patologia tropical que afecta a mas de 10 millones de personas, tomando decenas de vidas cada dia
(Rassi et al., 2012).

Los parasitos del género Trypanosoma tiene ciclos de vida digenéticos que se alterna entre
vertebrados y vectores invertebrados hematdfagos, como las moscas Tsetsé y los insectos
triatominos (Ferri, 2022).

Estos insectos se distribuyen en América con algunos representantes en Asia, Africa y
Australia; suelen encontrarse en zonas urbanas, rurales y silvestres; y afecta tanto animales
domeésticos como salvajes (Guhl, 2009). Las infeccione por T. cruzi presenta dos fases clinicas, una
aguda y otra cronica (Muratore & Baranchuk, 2010). La fase aguda generalmente pasa
desapercibida debido a la ausencia 0 pocos sintomas que se presentan; mientras que la fase cronica,
se asocia generalmente con problemas cardiacos y gastrointestinales, y con el paso de los afios la
infeccion puede causar muerte subita o insuficiencia por la destruccién progresiva del musculo
cardiaco (Palmezano et al., 2015).

La transmision de T. cruzi en mamiferos generalmente se da por contaminacion sanguinea
de heces de triatominos infectados, denominada transmision vectorial (Hamilton et al., 2012); y
consumo de triatbminos o ingestion de heces de estos insectos, transmision oral (Baruch, 2013).
Ademas, puede ocurrir transmision congénita de madres que infectan a sus crias a travées de la

placenta (Ceballos-Pomares et al., 2018).
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3.3.3 Mamiferos como reservorios de Trypanosoma

La infeccién por T. cruzi es una zoonosis compleja (Guhl, 2009). Ademas de los humanos,
se han identificado en mas de 70 géneros de mamiferos incluyendo una variedad de animales
salvajes, entre ellos muchas especies de marsupiales, xenartros, roedores, primates, carnivoros,
murciélagos, cerdos salvajes y en animales domésticos (Miles et al., 2009).

T. cruzi en los diversos hospederos mamiferos y en el insecto vector presenta tres formas
parasitarias con diferentes caracteristicas morfoldgicas, a saber: tripomastigote metaciclico que
corresponde a la forma infectante del paréasito, epimastigote forma flagelar que se encuentra dentro
del vector y es la forma reproductiva del parasito en este y amastigote o forma reproductiva
intracelular en los hospederos vertebrados (Botero & Restrepo, 2012) (Figural).

Figura 1.

Estadios morfoldgicos de Trypanosoma cruzi.

a)amastigote

b) epimastigote

Posterior

Anterior

c) tripomastigote

Nota: n: nicleo; c: cinetoplasto. Tomado de Pefia-Callejas et al., (2022)
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3.4 Especies de Trypanosoma descritas en Chiroptera

Se han reportado 48 especies de parasitos del género Trypanosoma en mas de 75 especies
de murciélagos en todo el mundo (Austen & Barbosa, 2021). Los parasitos se clasifican
principalmente en los subgéneros Megatrypanum, Herpetosoma y Schizotrypanum (da Silva et al.
2009; Lima et al. 2013). Para el subgénero Megatrypanum se han identificado en murciélagos las
especies T. evansi en Brasil, Colombia, Venezuela (Filgueiras et al., 2018; Ramirez et al., 2014;
Silva-lturriza et al., 2013); T. theileri en Colombia (Jaime-Duefies et al., 2020; Ramirez et al., 2014).
En el subgénero Herpetosoma las especies Trypanosoma rangeli en Brasil, Ecuador, Panama4,
Venezuela y Colombia (Cottontail et al., 2014; Ramirez et al., 2014; Lourenco et al., 2017; Pinto et
al., 2015); T. lewisi en Puerto Rico y Brasil (da Silva et al., 2009); T. lineatum en Venezuela (da
Silva et al., 2009); T. longiflagellum en Irak (Marinkelle, 1977).

La mayoria de especies de Trypanosoma descritas en murciélagos pertenecen al subgénero
Schizotrypanum, siendo algunas exclusivas de murciélagos (Belt, 2018) ; en este grupo se incluyen,
T. erneyi y T. livingstonei en murciélagos africanos (Lima et al., 2012, 2013); T. vespertilionis y
T. pipistrelli en murciélagos europeos (Gardner & Molyneux, 1988); T. vegrandi, T. pteropi y T.
hipposideri en Australia (Austen et al., 2020); T. hedricki y T. myotis en América del Norte (Bower
& Woo, 1981) ; T. phyllostomae, T. cruzi marinkellei y T. desterrensis en América Central y del
Sur (Steindel et al. 1998; Grisard et al. 2002; Lima et al. 2012, 2013; Austen et al. 2015); T. dionisii
en murciélagos de Europa y Sudamerica (Hamilton et al., 2012); T. wauwau, T. madeirae y las
Unidades Taxondmicas Operativas Moleculares (MOTU) T. spp detectadas en murciélagos
neotropicales (Cottontail et al., 2014; Lima et al., 2015; Barros et al., 2019; Rodrigues et al., 2019).
Las MOTU designadas como T. spp. Neobats comprenden un complejo sin epiteto especifico

dividido en cinco linajes (Cottontail et al., 2014; Lima et al., 2015; Rodrigues et al., 2019; Moreira
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etal., 2021). Cada MOTU posiblemente representa una especie valida que requiere una descripcion
taxondmica formal (Moreia et al., 2021).

Dentro del subgénero Schizotrypanum destaca el clado T. cruzi por no ser exclusivos de los
murciélagos dado que, al ser parésitos generalistas, infectan una gran variedad de hospederos
mamiferos (Belt, 2018). T. cruzi presenta una alta heterogeneidad, la cual contiene al menos seis
Unidades de Tipificacion Discreta (DTU) ampliamente distribuidas en humanos, insectos vectores
y reservorios, nombrados T. cruzi | a T. cruzi VI (Tcl — TcVI) y un nuevo genotipo TcBAT
estrictamente asociado a especies de murciélagos en Brasil, Panama y Colombia (Marcili et al.,
2009a; Ramirez et al., 2014; Zingales et al., 2012).

Distintos autores han sugerido que el clado T. cruzi es hermano de una especie recientemente
descubierta de Trypanosoma de murciélago denominada T. erneyi, que apoya la hipotesis de “bat-
seeding”, la cual hace referencia al hecho que los murciélagos constituyen un hospedero clave para

la diversificacion del clado T. cruzi (Hamilton et al., 2012; Lima et al., 2012).

3.5 Métodos diagndsticos de Trypanosoma

Distintos métodos se han implementado para identificar a parasitos del género Trypanosoma
dada la utilidad al momento de diagnosticar tripanosomiasis en humanos (Botero & Restrepo, 2012) y
dependiendo de la fase en la que esta se encuentra (Lépez-Antufiano et al., 2000). En el caso de la etapa
aguda se suelen seguir métodos directos de microscopia a partir de explorar extendidos directos de
sangre al fresco, frotis o gota gruesa tefiidas con Giemsa para realizar la busqueda de formas parasitaras
al microscopio (Siqueira et al., 1960). Otras variantes de la microscopia incluyen los métodos de Strout
y microhematocritos. EI método Strout implica centrifugar la muestra de sangre por tres ciclos para

posteriormente tefiir y examinar el sedimento resultante (Baruch, 2013). En el método de
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microhematocritos se emplea un capilar heparinizado para tomar la muestra de sangre, luego de esto se
centrifuga y se fractura el capilar con el fin de separar la capa de leucocitos del plasma y asi examinar
sobre un portaobjetos la capa de leucocitos, siendo Util este método en las fases finales de la etapa aguda
(Gonzélez-Toméa et al., 2008).

Otras alternativas empeladas para verificar la infeccion en esta etapa son los métodos indirectos
como hemocultivo y xenodiagndstico. En el primero de estos, se cultiva la sangre en un medio y
posteriormente se examina mediante microscopia; en el segundo método se emplean insectos vectores
sin infeccion, los cuales ingieren sangre del paciente sospechoso, si en la sangre ingerida existe el
paréasito se obtiene su multiplicacion dentro del tubo digestivo del vector (Botero & Restrepo, 2012).

En la etapa crénica de la infeccion se suelen realizar pruebas serolégicas que evidencian la
respuesta inmune del hospedero (anticuerpos). En estos casos la deteccion de anticuerpos contra el
parésito incluye métodos de inmunofluorescencia y prueba de ensayo por inmunoadsorcion ligado
a enzimas (ELISA) (Pinazo et al., 2010). En el método de inmunofluorescencia se emplean
antigenos especificos para el paréasito, al afiadir una antigammaglobulina humana ligada a un
fluorocromo, dicho antigeno generara un complejo con el fluorocromo y al observar al microscopio
la reaccidn entre estos dos generara fluorescencia. Para la prueba de ELISA se utilizan antigenos de
T. cruzi que se uniran a los anticuerpos generados por el paciente después de la infeccion, para esto
se utiliza una placa de poliester que adhiere proteinas a la superficie que, al ser lavadas y
posteriormente agregadas a un sustrato cromogeno, se desarrolla un color visible cuando la reaccion
es positiva, la cual suele ser leida mediante espectrofotémetro (Baruch, 2013).
3.5.1 Diagnostico de Trypanosoma en quiropteros

Inicialmente, la mayoria de las descripciones de Trypanosoma se realizaban a partir de la

observacién al microscopio de frotis sanguineo en los que se buscaban caracteres morfoldgicos de
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las especies del género (Hoare, 1972). Sin embargo, simplemente llegaban a ser descritas como "T.
cruzi-like”, ya que morfolégicamente muchas especies de este género son indistinguibles (Hamilton
et al., 2012). Ademas, infecciones de especies mixtas pueden llegar a ser pasadas por alto (Dario et
al., 2017b).

En la actualidad, el uso de marcadores moleculares amplificados por PCR, como lo son
genes presentes en el ADN mitocondrial o nuclear, han permitido entender mejor la taxonomia y
ecologia de estos tripanosomatidos (Da Costa et al., 2016). Esta técnica permite la identificacion
clara de las especies, que sumada a informacién generada por la geografia, contribuye a dilucidar
la historia evolutiva de estos complejos patégenos (Ramirez et al., 2014).

Es asi como, el uso de marcadores moleculares mediante la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) permite la sintesis in vitro de millones de copias de
un segmento especifico del ADN, constituyendo un método altamente especifico y cuya
sensibilidad ayuda a determinar la existencia de varias especies de Trypansoma, asi como a
identificar clones circulantes (Zulantay et al., 2007). El ADN nuclear y cinetopléstico (KADN) del
parasito presentan regiones altamente repetidas en el genoma, estas se utilizan como blancos
diagndsticos de la infeccion a partir del uso de cebadores especificos que flanquean regiones

genomicas, por ejemplo, KADN y ARNr 18S (Ramirez et al., 2014)

3.5.2 Marcadores moleculares usados para la identificacion de Trypanosoma.

Se han desarrollado una gran variedad de marcadores para distintos genes de tripanosomas,
algunos de los cuales permiten la identificacion a nivel de género y otros pocos para la identificacion
de especies (Hutchinson & Stevens, 2018). El uso de secuencias especificas del KADN, por ejemplo,

han sido efectivas al momento de evidenciar alta sensibilidad en la identificacion de estos parasitos
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y valores de similitud cercanas al 96.5% (Wincker et al., 1994). Sin embargo, los altos niveles de
polimorfismo de nucle6tidos entre repeticiones de fragmentos de KADN hacen que estos genes no
sean adecuados para la alineacion de secuencias (Hutchinson & Stevens, 2018).

El gen ARNr 18S (ARNr 18S) es un marcador ampliamente usado para la deteccion
molecular del género Trypanosoma, este gen se caracteriza por ser multicopia, altamente expresado,
y presentar secuencias de nucledtidos conservadas y variables Gtiles para la identificacion del género
(Hernandez & Rivas, 1993) mediante reconstrucciones filogenéticas (Leonard et al., 2011), ademas
las secuencias de este gen estan bien representadas en bases de datos del GenBank (D" Avila-Levy
etal., 2015).

Recientemente Hutchinson & Stevens (2018) han propuesto el uso de otros marcadores,
como es el caso del gen Gliceraldehido Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH), por presentar una region
altamente conservada. Otra secuencia utilizada es el gen mitocondrial Citocromo b (cyt b), el cual
provee una combinacién de posiciones nucleotidicas que evolucionan muy réapido y permiten
estimar indices y pardmetros de indole genético poblacional, ademas de evidenciar relaciones

genealdgicas (Da Costa et al., 2016).

3.6 Evidencia de infeccion por Trypanosoma en murciélagos del Neotropico

En murciélagos neotropicales las especies de Tripanosomas mas comunes detectadas a partir
de microscopia y molecular corresponden a Trypanosoma cruzi, T. ¢. marinkellei, T. dionisii y T.
rangeli (Garcia et al., 2012; Lourenco, 2016; Marcili et al., 2009a; Marinkelle,1982; Pinto et al.,
2012; Pinto et al., 2015; Ramirez et al., 2014; Villena et al., 2018). llegado a obtener porcentajes

de infeccion entre 4%y 80% (Tabla 1).
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Tabla 1

Estudios realizados en el Neotropico.

Prevalenci
Pais Metodo a Especies Referencia
T. wauwau, T
madeirae, T. rangeli,
T.dionisii, T.
hemocultivo y cruzi,(Tcl, TelV,) T.c.
molecular (SSU marinkellei, T.sp Lourenco (2016), Da Costa et al.,
Brasil rRNA y gGAPDH | 4,3% - 76% Neobat (2015) y Barros et al.,( 2019)
microscopia y T. rangeli, T. cruzi
molecular (ARNr marinkellei y T. cruzi Cottontail et al., (2009); Pinto et al.,
Panama 18S) 10,2% (TcBat) (2012)
xenodiagndstico,
hemocultivo y
molécular (cytb
y minicircle T. cruzi marinkellei y
Bolivia ADN) 15% T. dionisii Garcia et al., (2012)
T. cruzi (TcBat),T.
molecular (ARNr cruzi marinkellei y T.
Ecuador 18Sy cyth) 36,5% rangeli Pinto et al., (2015)
Mexico molecular(kDNA) 10% T. cruzi Lopez et al., (2015)
xenodiagnostico,
hemocultivo y
Argentina kDNA-PCR 12% T. cruzi (Tcll) Argibay et al., (2009)
microscopia y
secuencias del gen
24S a-ribosomal T.cruzi y
Perd AND 34,7% Trypanosoma sp Villena et al., (2018)
hemocultivos y
molecular (kDNA
Venezuela minicircle) 80% T. cruzi Afiez et al., (2009)

Otros estudios referentes han evidenciado la presencia de T. rangeli, T. cruzi marinkellei y
T. cruzi (TcBat), utilizando métodos de microscopia e informacién de un fragmento de la region
genomica ARNr 18S, con una frecuencia de infeccion del 10% en las especies en Panama
(Cottontail et al., 2009); T. cruzi y T. evansi, utilizando microscopia de frotis, hemocultivos e
informacidn genética de genes ribosomales, mini-exon de KDNA y cddigo de barras de longitud de
fragmentos fluorescentes (FFLB), que se basa en la amplificacion de regiones relativamente

pequefias de genes de ARNr 24Sa en Venezuela (Afez et al., 2009 ; Silva-lturriza et al., 2013); T.
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cruzi marinkellei y T. dionisii, utilizando métodos de xenodiagndstico, hemocultivo y la region
genomica cyt b y minicircle ADN con una frecuencia de infeccion del 20% en la especie en Bolivia
(Garciaetal., 2012); T. cruzi y Trypanosoma sp , utilizando métodos de microscopia y secuencias
del gen 24S a-ribosomal ADN , con una frecuencia de infeccion del 34.7% en PerG ( Villena et al,
2018); T. cruzi (TcBat),T. cruzi marinkellei y T. rangeli utilizando las regiones genémicas ARNr
18Sy cyt b, con una frecuencia de infeccion del 36% en Ecuador (Pinto et al., 2015); T. wauwau, T
madeirae, T. rangeli, T.dionisii, T. cruzi,(Tcl, TclV,) T.c. marinkellei, T.sp Neobat, usando métodos
de hemocultivo y a partir de secuencias del gen ARNr 18S, especificamente la region V7V8 en
Brasil (Lima et al., 2015; Barros et al., 2019) vy T. cruzi (Tcll), con métodos empleados de
xenodiagnostico, hemocultivo y secuencias del fragmento de los minicircle KDNA de T. cruzi
(kKDNA-PCR), con una frecuencia de infeccion de 12% en murciélagos de Argentina (Argibay et
al., 2016).
3.6.1 Estudios en Colombia

En Colombia, Marinkelle & Duarte (1968) mediante métodos morfolégicos como frotis y
hemocultivos detectaron en murciélagos muestreados en los departamentos de Tolima y Norte de
Santander la presencia de T. cruzi y T. rangeli. Con base en sus hallazgos propusieron una nueva
especie denominada T. pifanoi. De igual manera el uso de métodos morfoldgicos le permitié a
Jaramillo & Moreno (1987) identificar la presencia de T. vespertilionis en murciélagos muestreados
en el departamento de Antioquia. Minter-Goedbloed et al., (1987) adicional a los analisis
morfologicos incluyeron xenodiagnéstico, métodos con los que detectaron T. cruzi en las especies
de murciélagos Artibeus lituratus y Vampirum spectrum en el departamento de Caqueta.

En cuanto a métodos moleculares distintos marcadores han sido empleados. Delgado et al.,

(2016) utilizaron secuencias del gen cyt b en murciélagos muestreados en el departamento de
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Cordoba e identificaron T. cruzi. Otras estrategias que incluyen informacion de distintas regiones
genodmicas como cyt b, ARNr 18S y GAPDH, han permitido la identificacién de T. rangeli, T.
dionisii, T. cruzi marinkellei y T. cruzi (Tcl, Tclll, TclV, TcBat) en las especies de murciélagos
Carollia perspicillata, Myotis oxyotus, Desmodus rotundus, Artibeus planirrostris,
Rhynchonycteris naso y Artibeus fulginosus, muestreados en el departamento de Casanare (Ramirez
et al., 2014). Recientemente, a partir de secuencias del gen ARNr 18S, especificamente la region
V7V8 de este gen y sumado a cddigo de barras de otras regiones gendmicas (ITS1 ADNr y CatL-
like gene), se identific6 en murciélagos de las especies Molossus molossus y Phyllostomus helleri,
muestreados en el departamento del Vichada, infecciones dadas por T. theileri y T. wauwau
(Jaimes-Duefiez et al., 2020b). El ultimo estudio fue reportado por Amortegui-Hernandez (2022)
utilizando secuencias gen cyt b, identifico T. cruzi en las especies de murciélagos Molossus rufus y
Eumops nanus, muestreados en el departamento de Casanare.
3.6.2 Estudios en el departamento de Santander

Amortegui (2018) detectd infeccion en 11 especies de murciélagos con una frecuencia de
30% de las muestras tomadas en Bocas del Carare, localidad del municipio de Puerto Parra; sin
embargo, en el estudio no se relaciona la identificacion de las especies de parasitos involucrados en
la infeccidn, pero si determina que la misma fue ocasionada por algun Kinetoplastido. Por otro lado,
a partir de secuencias del gen ARNr 18S obtenidas en murciélagos de la cueva de la Macaregua
(municipio de Curiti), se identificd infeccion por Trypanosoma cruzi (DTU I, II, IVy TcBat) y T.
cruzi marinkellei, en las especies de murciélagos C. perspicillata, Mormoops megalophylla y

Natalus tumidirostris (Herrera, 2018).
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4. Materiales y Métodos
4.1 Fase de campo
4.1.1 Area de Estudio

El &rea de estudio comprende dos localidades colindantes al valle de rio Magdalena y cuatro
sobre la vertiente occidental de la Cordillera Oriental de los Andes, en el departamento de
Santander, Colombia (Figura 2). Las localidades consideradas corresponden a: 1) Vereda Campo
Duro, Municipio de Puerto Wilches (65 ms. n. m.); 2) Granja Colegio Integrado del Carare,
Municipio de Cimitarra (156 ms. n. m.); 3) Vereda Uribe Uribe, Municipio de Lebrija (182 ms. n.
m.); 4) Campus Central de la Universidad Industrial de Santander, Municipio de Bucaramanga (987
ms. n. m.); 5) Vereda La Colorada, Municipio de San Vicente de Chucuri (1.396 ms. n. m.); 6) Hotel
Hacienda El Roble, Municipio de Piedecuesta (1.650 ms. n. m.) y 7) Vereda La Esparta, Municipio
de Santa Béarbara ( 2.355 ms. n. m.).

Las localidades 1 a 3y 5 a 7 se caracterizan por ser agroecosistemas debido a que el habitat
presenta perturbacion con uso del suelo para cultivos, a saber: palma de aceite (Elaeis spp) en 1, 2
y 3, cacao (Theobroma cacao) en 5, café (Coffea spp) en 5y 6, mora (Rubus spp) en 7; ademas,
ganaderia extensiva principalmente en 2 y 7. La localidad 4 se destaca por presentar vegetacion

tipica de bosque seco en un area urbana con gran intervencion humana.
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Figura 2
Localidades donde se realizé el muestreo del estudio.
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4.1.2 Muestreo

Para la captura de murciélagos se emplearon cuatro redes de niebla de 9 metros de longitud
por localidad, y en la localidad 5 se utiliz6 ademas una red de 12 metros que permitiera tener mayor
cobertura en espacios aledafios a areas verdes y edificios. El esfuerzo de muestreo consistié en 4
noches continuas de muestreo en el que las redes permanecieron abiertas entre las 18:00h y 24:00h,
rotando las redes cada dos noches. En todas las localidades excepto la séptima, las redes se ubicaron
al interior de los cultivos, en zonas de transicion entre bosques y cultivos y en zonas de transicion

entre potreros y bosques.
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4.1.3 ldentificacidon taxondémica de Chiroptera

Los especimenes capturados y liberados en campo fueron identificados siguiendo las claves
taxondmicas propuestas por Diaz et al., (2016) y Gardner (2007). Aquellos especimenes que
fallecieron durante las faenas de captura o toma de muestra, incluidos los de dificil identificacion
en campo, fueron recolectados para compararlos con pieles y craneos de referencia presentes en la
coleccién de Mastozoologia de la Universidad Industrial de Santander, ademas de literatura
referente a taxonomia de Chiroptera (Tabla 2).
Tabla 2

Literatura de apoyo en la identificacion de especimenes recolectados en campo.

Género Referencia

Anoura (Calderon-Acevedo et al., 2021)

(Ortega & Alarcon, 2008)

Artibeus (Hollis, 2005)

Carollia (Ruelas,2017)

(Zurc & Velazco, 2010)

Dermanura (Calderén & Pacheco, 2012)

(Timm, 1959)

(Rochaetal., 2017)

Myotis (Moratelli et al., 2013)
Platyrrhinus (Velazco & Gardner, 2009)
Saccopteryx (Davis,1976)

Sturnira (Velazco & Patterson, 2019)

(Velazco & Patterson, 2013)

Glossophaga (Alvarez et al., 1991)
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4.1.4 Toma de la muestra

De cada individuo capturado se extrajo una muestra de sangre de 50ul de la vena braquial
con ayuda de jeringas para insulina de un 1mL. Cada muestra tomada se deposito en tubos de
microcentrifuga con 50ul de Etanol absoluto, una réplica se deposito en tarjetas de papel filtro. Cada
tubo se marco con las dos iniciales del epiteto genérico, las dos iniciales del epiteto especifico y el
numero de captura del individuo y se almacend a 4°C hasta su procesamiento en el Laboratorio de
Genética y Biotecnologia de la Universidad Industrial de Santander (LGyB-UIS). Para evitar
recapturas se marco a cada individuo mediante puncion en la membrana alar en forma de “C”
mayuscula y posteriormente se procedi6 a su liberacion.

Dado que este proyecto de trabajo de grado no tuvo como finalidad una recolecta masiva de
especimenes, aquellos que fallecieron entre el momento de la captura o posterior a la toma de la
muestra, y los de dificil identificacion en campo, fueron recolectados e ingresados a la coleccion de
Mastozoologia del Museo de Historia Natural de la Universidad Industrial de Santander (MHN-
UIS). De cada espécimen recolectado, se tomaron muestras de tejido cardiaco, hepatico y muscular,

las cuales fueron ingresadas a la coleccion del banco de tejidos adscrito al MHN-UIS.

4.2 Fase de laboratorio
4.2.1 Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN se realizo con el protocolo de Fenol:Cloroformo adaptado de
Valverde et al., (1993) por Gonzalez y Martinez Jarreta (2001), con modificaciones propias de
LGB-UIS que consistieron en un paso adicional de fenol, al igual que un paso adicional de

cloroformo-alcohol isoamilico y en el paso de precipitacion se agrego acetato de sodio 3M pH 6,8
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ademas de un volumen extra de etanol absoluto. EI ADN de cada muestra fue cuantificado en un

equipo NanoDrop One (Thermo Scientific).

4.2.2 Integridad de ADN

La integridad del ADN vy la presencia de inhibidores en las muestras se evalu6 de acuerdo a
lo recomendado por Mateus et al (2019); para esto, se amplificé por PCR un fragmento del gen
Citocromo b (cyt b) de pequefios mamiferos a partir de los cebadores CytB Uni fw y CytB Uni rev,
siguiendo las condiciones propuestas por Schlegel et al. (2012). Las muestras que exhibieron un

producto amplificado de 907 pb del gen cyt b, fueron seleccionadas para la deteccion del parasito.

4.2.3 Deteccion por PCR de tripanosomatidos

Para determinar la infeccién por tripanosomatidos se amplifico un fragmento del gen ARNr
18S por medio de PCR anidada usando los cebadores y condiciones propuestos por Pinto et al.
(2015). Segun estos autores la primera PCR requiere el uso de los cebadores SSU4 F y 18SqlR,
mientras que la segunda PCR utiliza los cebadores SSU561F y SSU561R; ambas reacciones de PCR
requieren un perfil de temperatura touchdown. Se espera como producto de la amplificacién un
fragmento de 580 pb, el cual indica que la muestra es positiva para infeccién por tripanosomatidos,
En todas las reacciones de PCR se emple6 como control positivo ADN extraido a partir de una cepa
de T. cruzi facilitada por la profesora Claudia Liliana Cuervo Patifio PhD, adscrita al Grupo de
enfermedades infecciosas de Departamento de Microbiologia de la Universidad Pontificia

Javeriana.
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4.2.4 Electroforesis y visualizacion

Todos los productos amplificados el gen cyt b, asi como los de la segunda reaccion de la
PCR anidada, fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Un volumen de 5ul del
producto de PCR fue cargado junto con 1.5ul de EZvision (Amresco) como agente intercalante y 1
ul de glicerol. Para verificar el tamafio de los productos amplificados se utiliz6 marcador de peso
molecular DNA Ladder 1000 bp (Thermo Scientific™). Las matrices de agarosa se sometieron a
90V durante 90 minutos, previa pre-corrida a 45V por 15 minutos. En cada electroforesis se utilizd
un control positivo y el respectivo control negativo consistente en todos los reactivos de la PCR
excepto ADN. Todas las matrices de agarosa fueron visualizadas en transiluminador de luz UV

(Life Technologies ™) a 254 nm de longitud de onda.

4.2.5 Estimacion de la frecuencia de infeccion
La frecuencia de infeccidn se estimo a partir del nimero de muestras que exhiban producto
amplificado después de la PCR anidada con respecto al numero de muestras analizadas (Botero &

Restrepo, 2012). Este analisis se realizd igualmente por localidad.

4..2.6 Secuenciacion

Los productos amplificados de la segunda ronda de PCR anidada se enviaron al Servicio de
Secuenciacion y Andlisis Molecular-SSiGMoL (Universidad Nacional de Colombia, Bogota) donde se
realizo la purificacion (Sambrook & Russell, 2001) y secuenciacion bidireccional de cada muestra en

un analizador genético 3500 Series (Applied Biosystems).
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4.2.7 Andlisis de secuencias

4.2.7.1 ldentificacion de tripanosomatidos. Para la identificacion de parasitos
tripanosomatidos en las muestras analizadas, las secuencias ARNr 18S obtenidas se editaron con el
programa CodonCode Aligner v. 8.0.1 (CodonCode Corporation, 2018) donde se eliminaron los
extremos de cada secuencia y se obtuvo un contig (una region consenso de ADN) de la secuencia
forward y reverse de cada muestra. La busqueda de identidad de las secuencias obtenidas se realizo
con la herramienta BLAST, usando los parametros predeterminados frente a la base de datos de
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih).

4.2.7.2 Analisis filogenético. Con el objetivo de identificar el linaje al que pertenecen las
secuencias obtenidas, se realizé un analisis filogenético que incluyo las secuencias propias y otras

disponibles en la base de datos de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.org). Se emple6 como outgroup

secuencias del mismo gen de Leishmania infantum y L. amazonensis. Todas las secuencias
utilizadas para este analisis fueron alineadas con MUSCLE (Edgar, 2004) implementada en el
programa MEGA version 11 (Tamura et al., 2021). Para las secuencias editadas se evaluo el mejor
modelo evolutivo bajo el criterio de Akaike (AIC) con el programa Jmodel-test (Darriba et al.,
2012). La reconstruccion filogenética se realizd con base en el método de méaxima verosimilitud
(ML) y el soporte de los nodos se evaluo a partir de 1000 aleatorizaciones de Bootstrap (Cottontail
et al., 2014); estos analisis se llevaron a cabo en el programa MEGA version 11 (Tamura et al.,
2021).

Con el objetivo de brindar soporte adicional a los resultados obtenidos producto de la
reconstruccion filogenética, las secuencias que quedaron agrupadas en los clados con un soporte de
boostrap menor al 85% se les realizé analisis de distancias genéticas utilizando el método p-distance

implementado en el programa MEGA versién 11 (Kumar et al., 2021).


http://www.ncbi.nlm.nih.org/

IDENTIFICACION DE TRYPANOSOMA EN MURCIELGOS DE SANTANDER 37

5. Resultados
5.1 Muestreo y especies de Chiroptera identificadas

El muestreo fue realizado entre octubre de 2019 hasta marzo del 2020 y se retom¢ en abril
de 2021 en una localidad faltante a causa de la emergencia sanitaria COVID-19. En promedio el
esfuerzo de muestreo consistié en 102 horas/ red/ localidad (sensu Villareal et al., 2004). Un total
de 261 individuos pertenecientes a cinco familias y 26 especies de Chiroptera fueron muestreados.
La localidad con mayor numero de individuos capturados fue el campus de la Universidad Industrial
de Santander en Bucaramanga (47), mientras que en la vereda la Esparta en el municipio de Santa
Barbara se presentd el menor de nimero de especimenes capturados (22). De la localidad Uribe
Uribe en el municipio de Lebrija se obtuvo el mayor nimero de especies (11) y el menor se registrd
en el campus UIS (4) (Tabla 3).

Las especies con mayor nimero de individuos capturados fueron Molossus molossus, C.
perspicillata, Sturnira tildaey Artibeus planirostris, y las menos frecuentes en el muestreo fueron
Mesophylla macconnelli, Phyllostomus hastatus, Myotis albescens y Noctilio albiventris (Tabla 3).
En general, las especies frugivoras pertenecientes a las subfamilias Carolliinae y Stenodermatinae
representaron el 66% del total de individuos muestreados de estas, ademés C. perspicillata y A.
planirostris estuvieron presentes en seis localidades. EI muestreo también incluyd especies

insectivoras (7), nectarivoras (2), hematofagas (1), omnivoras (1) y piscivoras (1) (Tabla 3).
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Tabla 3

Relacién de familias, subfamilias, especies y nimero de individuos de Chiroptera muestreados

Localidad
Habito
Familia Subfamilia Especie alimenticio cd GC uu ulIS LC ER LE Total
Phyllostomidae Carolliinae Carollia brevicauda F 7 5 12
Carollia perspicillata F 1 13 3 8 20 3 48
Stenodermatinae Artibeus lituratus FIN 4 1 1 2 8
Artibeus planirostris FIN 7 5 2 6 5 3 28
Dermanura ardenseni Fl 8 8
Demanura phaeotis Fl 2 2
Dermanura bogotensis F 4 2 6
Sturnira erythromos F 5 5
Sturnira cf. tildae F 15 4 10 5 1 35
Sturnira spp F 5 5
Uroderma convexum Fl 3 2 5
Mesophylla
macconnelli F 1 1
Platyrrhinus albericoi F 1 2 3
Platyrrhinus dorsalis F 7 7
Desmodontinae  Desmodus rothundus H 2 2
Glossophaginae  Glossophaga soricina NFI 2 3 3 4 12
Anoura geoffroyi NFI 3 6
Lophostoma
Phyllostomidae  brasiliense | F 3 3
Phyllostomus hastatus (0] 1 1
Vespertilionidae Myotis nigricans | 2 2
Myotis albescens | 1 1
Rhogeessa io | 1 1 3 5
Molossidae Molossus molossus | 14 36 50
Emballonuridae Saccopteryx canescens | 2 2
Noctilionidae Noctilio albiventris IFP 1 1
Noctilio leporinus 1P 3 3
Total de especies
por localidad 8 9 11 4 8 7 7 26
Total individuos por
localidad 35 42 35 47 40 40 22 261

Nota: La clasificacion de habitos alimenticios tomado con base a lo reportado por Brito et al., 2021
F: Frugivoro; H: Hematofago: N: Nectarivoro; O; omnivoro I: Insectivoro; C: carnivoros; P:
Piscivoro. Cd: Campoduro; GC: Granja Cica; UU: Uribe Uribe; UIS: campus UIS; LC: La

Colorada; ER: El Roble; LE: La Esparta.
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5.2 Muestras e integridad de ADN

La totalidad de muestras sanguineas colectadas fueron positivas en la de extraccién de ADN;
la concentracion de estas se cuantificd entre 6,4 ng/pl y 268 ng/ul (datos no mostrados). Un total de
233 muestras exhibieron producto amplificado del gen cyt b de pequefios mamiferos, cuando la
temperatura de hibridacion de la reaccion de PCR fue de 52.8 °C (Anexo A). En todos los casos el

producto amplificado correspondi6 con lo esperado (Figura 3).

Figura 3

Producto amplificado del gen Citocromo b de mamiferos pequefios en muestras de quirdpteros.
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Nota: M: marcador de peso molecular de 1000 pb; pozos 1 a 6: amplicones de 927 pb del gen cyt
b obtenidos en muestras de murciélagos del presente estudio; C+: control positivo; C-: control
negativo.

5.3 Frecuencia de murciélagos infectados por parasitos tripanosomatidos

Con la estrategia de PCR anidada dirigida a amplificar un fragmento del gen ARNr 18S
(Figura 4), se detect6 infeccion por parasitos en 26 de las 233 muestras evaluadas, de estas, 25
corresponden a parasitos tripanosomatidos (Tabla 4), lo que corresponde a un 11% de frecuencia
de infeccion en las muestras evaluadas. El intervalo de confianza se establecié en 0,068

<0,11<0,147.
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Figura 4

Producto amplificado del gen ARNr 18S de tripanosométidos en muestras de quirdpteros.
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Nota: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Se aprecia producto amplificado en los pozos 4, 7
y 8 que indican infeccidn por tripanosomatidos; C+: Control positivo; C-: Control negativo.
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Tabla 4

Especies de Chiroptera infectadas con parasitos tripanosomatidos, por localidad.

Especie cd GC uu uIS LC ER LE Total*
Carollia perspicillata 1/12 1/3 2/8 1/19 5/46
Artibeus lituratus 2/4 1/1 3/5
Artibeus planirostris 1/5 1/2 2/4 4/27
Sturnira cf. tildae 1/15 1/9 1/5 3/33
Uroderma convexum 1/3 1/5
Anoura geoffroyi 1/3 1/5
Lophostoma brasiliense 3/3 3/3
Platyrrhinus albericoi 1/1 1/3
Phyllostomus hastatus 1/1 1/1
Rhogeessa io 1/3 1/5
Molossus molossus 1/14 1/27 2/41
Total* 25/170
Total 4/35 4/41 6/31 2/38 7/35 2/35 0/18 25/233

Nota: En todos los casos el numerador corresponde al nimero de muestras infectadas por parasitos
tripanosomatidos respecto al total de muestras que amplificaron cyt b en las distintas localidades.
Total*: numero de muestras infectadas por especie respecto al nimero total de individuos de cada
especie que presentd infecciéon. Cd: Campoduro; GC: Granja Cica; UU: Uribe Uribe; UIS: campus
UIS; LC: La Colorada; ER: El Roble. LE: La Esparta.

La infeccion por parasitos tripanosomatidos se detect6 en 25 especimenes de 11 especies de
murciélagos (Tabla 4). Se destaca que el 88% de las muestras infectadas corresponden a
especimenes de la familia Phyllostomidae, seguida de Molossidae (8%) y Vespertilionidae (4%).
Pese al bajo nimero de capturas de individuos de las especies P. hastatus y L. brasiliense, se
observo infeccion en todos los individuos muestreados. La especie de Chiroptera con mayor
porcentaje de infeccion detectada fue A. lituratus (60%), mientras que en M. molossus se estimo el
menor porcentaje de infeccion (4,8%) Dentro de las especies mas abundante en el muestreo,

Carollia perspicillata es la que exhibié mayor frecuencia de infeccion (11%) (Tabla3).
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Con respeto a las localidades, La Colorada se destaco por presentar el mayor porcentaje de
murciélagos infectados con parésitos tripanosomatidos (20%), seguido Uribe Uribe (19%), Campo
Duro (11%), Granja CICA (10%), El Roble (6%) y Campus UIS (5%). En la localidad de La Esparta

ningun individuo muestreado (Figura 5) fue detectado con la infeccidn a partir del método utilizado.

Figura 5

Ndmero de individuos infectados por localidad.
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Nota: En azul nimero de individuos infectados con parasitos tripanosomatidos por localidad
(azul). En naranja namero total de muestras de murciélagos que amplificaron el gen cyt b en las
distintas localidades.
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En la hipdtesis de correlacion entre el numero de individuos evaluados respecto a los
individuos infectados por localidad evaluada por prueba de Chi cuadrado de Pearson. El pardmetro
fue estimado con 6 grados de libertad, obteniéndose un valor ¥* = 7.488 y p= 0.278. Este resultado
denota la independencia entre el nimero de individuos infectados frente al nimero de individuos

evaluados por localidad.

5.4 Andlisis de secuencias de tripanosomatidos

Las secuencias obtenidas del gen ARNr 18S de tripanosomatidos presentaron longitud
variable, entre 400 y 669 pb. En la edicion a objeto de obtener una secuencia consenso, se generaron
contigs con longitud variable entre 439 y 629 pb. Producto de la comparacién de secuencias
obtenidas con las reportadas en el GenBank, se identificaron tres especies del género Trypanosoma
(T. cruzi; T. diosisii y T. wauwau) en 8 de las 25 secuencias analizadas, cuya identidad se estimo
entre en 97% y 100% (Anexo B). De igual manera, se identificé una secuencia de Rhynchomonas
nasuta con una identidad del 97%; esta corresponde a una especie de protozoario del orden
Bobonales.

En el analisis filogenético se emplearon 24 de las 26 secuencias (Tabla 5) y 42 secuencias
de parasitos del género Trypanosoma alojadas en GenBank. En dicho analisis se excluy6 la
secuencia obtenida a partir de la muestra de Platyrrhinus albericoi de la localidad La Colorada por
presentar baja calidad; ademas de la secuencia de R. nasuta la cual fue identificada en un espécimen
de C. perspicillata muestreado en El Roble.

Una prueba de bonda de ajuste para verificar la hipotesis que existe correlacion entre el sexo

y los individuos infectados por paréasitos Tripanosomatidos. La prueba de Chi cuadrado de Pearson
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arrojo el valor x> = 0.96248 (1 grado de libertad, p= 0.3266) realizada en R Studio. Este resultado
denota la independencia entre el sexo y el nimero de individuos infectados.

La evaluacion del mejor modelo evolutivo de las secuencias empleadas en el analisis
filogenético mostrd que este corresponde el modelo Kimura 2-parametros (K2P) con distribucion
Gamma. El andlisis filogenético agrupd las secuencias en tres clados (Figura 6). El primer clado
incluye tres secuencias de la especie T. cruzi (boostrap de 93%) identificada en las especies de
Chiroptera: P. hastatus (Uribe Uribe), C. perspicillata (Granja CICA) y M. molossus (Campoduro).
El segundo clado incluye a tres secuencias de la especie T. dionisii. (boostrap de 99%), identificada
en las especies: S. cf. tildae (La Colorada y El Roble) y Rhogeessa io (Campus UIS). En el tercer
clado denota la inclusion de las especies pertenecientes a Tripanosomas de murciélagos
neotropicales denominado T. spp. Neobats; en éste se encuentran incluidas las especies T. wauwau

y T. madeirae. identificadas en 18 secuencias (Tabla 5).
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Tabla b

Especies de Chiroptera infectadas con parasitos tripanosomatidos

brasiliense

Cédigo Hospedero Sexo Parasito Localidad
Lobr03_LB t?gsr;ﬂsef;za Q T.sp. Neobat 1 Uribe Uribe
Arlio5_CM Artibeus lituratus el T.sp. Neobat 2 Graja CICA
Arlio2_PW Artibeus lituratus Q T.sp. Neobat 3 Campo Duro
Arlio3_PW Artibeus lituratus Q T.sp. Neobat 3 Campo Duro
Urco03_PW Uroderma convexum Ioi T.sp. Neobat 3 Campo Duro
Momo26_UIS Molossus molossus e T.sp. Neobat 3 Campus UIS
Arpl09_CM Artibeus planirostris Q T.sp. Neobat 3 Granja CICA
Stgio4_CM Sturnira cf. tildae e T.sp. Neobat 3 Granja CICA
Arpl18_SV Artibeus planirostris g T.sp. Neobat 3 La Colorada
Arpl16_SV Artibeus planirostris e T.sp. Neobat 3 La Colorada
Arpl22_LB Artibeus planirostris e T.sp. Neobat 3 Uribe Uribe
Cape39_PD Carollia perspicillata Q T.sp. Neobat 4 El Roble
Ange05_SV Anoura geoffroyi e T.sp. Neobat 4 La Colorada
Caped3 SV Carollia perspicillata Q T.sp. Neobat 4 La Colorada
Cape48 LB Carollia perspicillata el T.sp. Neobat 4 Uribe Uribe
Caped2_SV Carollia perspicillata & T.sp. Neobat 5 La Colorada
Momo05_PW Molossus molossus Q Trypanosoma cruzi Campo Duro
Capeld_CM Carollia perspicillata el Trypanosoma cruzi Granja CICA
Phha01_LB Egztg?jéomus g Trypanosoma cruzi Uribe Uribe
Roio03_UIS Rhogeessa io Q Trypanosoma diosisii Campus UIS
Stgil9_PD Sturnira cf. tildae g Trypanosoma diosisii El Roble
Stgi29_SV Sturnira cf. tildae el Trypanosoma diosisii La Colorada
Lobr01_LB tg;sr;ﬁsefsrza Q Trypanosoma wauwau Uribe Uribe
Lobr02_LB Lophostoma Q Trypanosoma wauwau Uribe Uribe
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Figura 6

Relacion filogenética de secuencias del gen ARNr 18S de tripanosomatidos.
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Nota: Comparando 221 bp, alineamiento por Muscle, del gen ARNr 18S de tripanosomatidos,
construccién usando el método de Maximum Likelihood y el modelo evolutivo de las secuencias Kimura
2-parametros en Mega 11 (Tamura et al., 2021). Los taxas resaltadas en rojo corresponden a las
secuencias obtenidas en el presente estudio y los porcentajes de soporte de boostrap se encuentran
descritos en los nodos correspondientes.
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Con el objetivo de identificar los linajes de las secuencias agrupadas en el clado T. spp.
Neobats se realizd un andlisis filogenético con los linajes reportados para este clado (Figura 7); en
este las secuencias se agruparon en seis clados. El primer clado incluye a una secuencia en el linaje
T. sp. Neobat 1, (boostrap de 49%), identificada en la especie L. brasiliense (Uribe Uribe). El
segundo clado incluye dos secuencias de la especie de parasito T. wauwau, (boostrap de 80%),
identificada en la especie L. brasiliense (Uribe Uribe). El tercer clado incluye cuatro secuencias en
el linaje T. sp. Neobat 4 (boostrap de 91%), identificada en las especies: A. geoffroyi (La Colorada)
y C. perspicillata (El Roble, La Colorada y Uribe Uribe). El cuarto clado incluye una secuencia en
el linaje T. sp. Neobat 5 (boostrap de 51%), identificada en la especie C. perspicillata (La Colorada).
El quinto clado incluye una secuencia en el linaje T. sp. Neobat 2 (boostrap de 94%), identificada
en la especie A. lituratus (Graja CICA). EIl sexto clado corresponde a las incluidas en nueve
secuencias en el linaje T. sp. Neobat 3 (boostrap de 74%) identificadas en las especies: M. molossus
(Campus UIS), A. planirostris (La Colorada, Granja CICA y Uribe Uribe), A. lituratus (Campo
Duro), S. cf. tildae (Granja CICA) y U. convexum (Campo Duro) (Tabla 5).

Con el fin de brindar un soporte adicional a los clados con valores por debajo de 85%, los cuales
incluyen los clados T. wauwau, T. sp. Neobat 1, T. sp. Neobat 3 y T. sp. Neobat 5, se realiz6 un
andlisis de distancias genéticas utilizando el método p-distance. Los resultados fueron congruentes
con la reconstruccion filogenética donde las secuencias presentaron menor distancia genética
respecto a las secuencias de referencia del clado en el que se agruparon (Figura 7). Sin embargo, la
secuencia Lobr01_LB presento la misma distancia genética con T. wauwau y T. sp. Neobat 1
mientras que la secuencia detectada en la muestra Cape42_SV presentd mayor distancia genética

respecto a las secuencias del clado donde se agrupa (Tabla 6).
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Figura7

Reconstruccion filogenética de secuencias ARNr 18S del clado T. spp. Neobats.
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Nota: Comparando 275 bp, alineamiento por Muscle, de el gen ARNr 18S de tripanosomatidos,
construccién usando el método de Maximum Likelihood y el modelo Kimura 2-parametros en Mega
11 (Tamura et al., 2021). Los taxas resaltadas en rojo corresponden a las secuencias obtenidas en el
presente estudio. Los valores de los nodos corresponden a los porcentajes soporte de boostrap.
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Tabla 6

Distancias genéticas promedio (p-distance) de secuencias ARNr 18S de tripanosomas secuenciados
en quirdpteros del departamento de Santander. Comparando 275 bp. alineamiento por Muscle
(Tamura et al. 2021).

Arpl18 | Momo26 | Arli02 | Arli03 | Arpl09 | Arpll6 | Arpl22 | Cape42 | LobrO1 | Lobr02 | Lobr03 | Stgi0O4_ | Urco03
SV uUIS PW PW CM SV LB SV LB LB LB CM PW
Arpll8 SV
Momo_26_
UIS 0.018
Arlio2_PW 0.000 0.017
Arlio3_PW 0.000 0.017 | 0.000
Arpl09_CM 0.000 0.017 | 0.000| 0.000
Arpl16_SV 0.000 0.017| 0.000| 0.000| 0.000
Arpl22 LB 0.000 0.017| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000
Cape42_SV 0.056 0.059| 0.056| 0.056| 0.056| 0.056| 0.056
Lobr01 LB 0.060 0.074| 0.060| 0.060| 0.060| 0.060| 0.060| 0.077
Lobr02_LB 0.060 0.074| 0.060| 0.060| 0.060| 0.060| 0.060| 0.074| 0.007
Lobr03_LB 0.028 0.042| 0.028| 0.028| 0.028| 0.028| 0.028| 0.056| 0.039| 0.039
Stgi04_CM 0.000 0.017| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.056| 0.060| 0.060| 0.028
Urco03 PW | 0.000 0.017| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.056| 0.060| 0.060| 0.028 | 0.000
T.janseni
KY2 0.021 0.035| 0.021| 0021| 0.021| 0.021| 0.021| 0.060| 0.060| 0.060| 0.025| 0.021 0.021
T.madeirae_
MKO06 0.032 0.046 | 0.032| 0.032| 0.032| 0.032| 0.032| 0.060| 0.042| 0.042| 0.004| 0.032 0.032
T.wauwau_
KT03 0.043 0.053| 0.042| 0.042| 0.042| 0.042| 0.042| 0.067| 0.039| 0.035| 0.035| 0.042 0.042
T.wauwau_
KT03 0.043 0.053| 0.042| 0.042| 0.042| 0.042| 0.042| 0.067| 0.039| 0.035| 0.035| 0.042 0.042
T.sp
Neobat_1 0.028 0.042| 0.028| 0.028| 0.028| 0.028| 0.028| 0.056| 0.039| 0.039| 0.000| 0.028 0.028
T.sp
Neobat_1 0.028 0.042| 0.028| 0.028| 0.028| 0.028| 0.028| 0.056| 0.039| 0.039| 0.000| 0.028 0.028
T.sp
Neobat_2 0.014 0.021| 0.014| 0.014| 0.014| 0.014| 0014| 0.049| 0.067| 0.067| 0.035| 0.014 0.014
T.sp
Neobat_2 0.014 0.021| 0.014| 0.014| 0.014| 0.014| 0014| 0.049| 0.067| 0.067| 0.035| 0.014 0.014
T.sp
Neobat_3 0.000 0.017| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.056| 0.060| 0.060| 0.028 | 0.000 0.000
T.sp
Neobat_3 0.000 0.017| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.056| 0.060| 0.060| 0.028 | 0.000 0.000
T.sp_
Neobat 4 0.025 0.039| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.053| 0.049| 0.049| 0.011| 0.025 0.025
T.sp
Neobat 4 0.025 0.039| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.025| 0.053| 0.049| 0.049| 0.011| 0.025 0.025
T.sp_
Neobat_5 0.028 0.042| 0.028| 0.028]| 0.028| 0.028| 0.028]| 0.042| 0.049| 0.053| 0.025| 0.028 0.028

Nota: en la fila superior se lista las secuencias obtenidas en este estudio.
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6. Discusion
Este estudio constituye el primer reporte de quirdpteros infectados por parasitos
tripanosomatidos, detectados mediante técnicas moleculares en murciélagos asociados a
agroecosistemas en el departamento de Santander, ubicados en un gradiente altitudinal comprendido
entre 65 ms. n. my 2.353 ms. n. m. Los resultados brindan informacién de nuevos reportes de las

especies hospederas y parésitos a nivel del departamento y neotrépico.

6.1 Chiropteros identificados
En comparacion con otros reportes enfocados en identificacion y frecuencias de infeccion
por parasitos tripanosomatidos el presente estudio es significativamente mayor en cuanto al nimero

total de individuos capturados y especies evaluadas (Tabla 7).
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Tabla 7

Estudios realizados con murciélagos en Colombia.

Ne Ne
Individuos | Especies | Departamento Enfoque Referencia
Determinacion molecular con
métodos moleculares de infeccion
233 26 | Santander de tripanosomatidos Presente trabajo
Identificacion molecular de (Ramirez et al
175 6 | Casanare Trypanosoma 2014)
Deteccion con métodos moleculares | (Delgado et al
30 4 | Cordoba de T. cruzi .,2016)
Identificar molecular de parasitos
115 4 | Santander tripanosomatidos (Herrera, 2019)
Estimar frecuencia de infeccion por | (Jaimes-Duefiez et
39 3 | Vichada Trypanosoma al., 2020b)
Estimar frecuencia de infeccion por
172 9 | Casanare Trypanosoma y Leishmania (Z0niga, 2021)
Deteccién con métodos moleculares | (Amortegui-
Casanare y la la presencia de tripanosomatidos | Hernandez et al.,
235 NR | Cundinamarca en ecorregiones. 2022)

Estas diferencias en los tamafios de los muestreos en los distintos estudios podria estara
relacionada con la abundancia de los individuos en determinadas zonas o problemas logisticos
(Jovani & Tella, 2006). El bajo nimero de muestro conlleva a un aumento del umbral de
incertidumbre al estimar de la frecuencia de infeccion por un parasito en una poblacion (Hajian-
Tilaki, 2011); ademas, teniendo en cuenta la alta diversidad de especies estimadas para Colombia,
una bajo muestreo puede repercutir en la ausencia de representatividad de especies potencialmente
hospederas pertenecientes en un ecosistema 0 una sobre o subestimacién de la frecuencia de
infeccion por parasitos en una poblacion.

En la identificacion de las especies se utilizo las caracteristicas craneo-dentales (Rodriguez-
Posada, 2010) de un individuo por morfoespecies; producto de la identificacion de dichos

ejemplares, todos se encuentran reportados en la plataforma GBIF para el departamento de
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Santander (https://www.gbif.org/es/occurrence/search?occurrence_status=present) y de estas se
destaca los escasos reportes de las M. macconnelli, M. albescens.

De las especies identificadas el 66% presentan habitos frugivoros (66%), seguidas de
insectivoros (24%) y nectarivoros (20%) (Tabla 3), patron concordante con otros estudios realizados
en el neotrépico (Estrada-Villegas et al., 2010; Echavarria-R et al., 2018). Puesto que las especies
frugivoras pertenecientes a las subfamilias Carollinea y Sternodermatinae, presentan una alta
capacidad de resiliencia y son favorecidas por la constante oferta alimenticia proporcionada por
plantas en los ecosistemas neotropicales (Aroca et al., 2016; Echavarria-R et al., 2018).

Otro factor que esta involucrado en este resultado es el uso de redes de niebla de sotobosque
efectivas para la captura de especies frugivoras, como las pertenecientes a la Phyllostomidae. Sin
embargo, es un sesgo para la captura de murciélagos insectivoros, los cuales pueden evadir estas
redes o utilizan estratos superiores del bosque (Kalko, 1998). Excepto en el caso de la especie M.
molossus, siendo la especie insectivora mas abundante en el muestreo (Tabla 3). Ramirez-Chaves
et al., (2008) atribuye la abundancia de M. molossus a razon de su resiliencia en ambientes
antrdpicos, mayor presencia de insectos y el empleo de edificios como reposaderos para sus
colonias.

Lo anterior constituye un soporte adicional de que el muestreo de murciélagos realizado en
el presente estudio coincide con reportes previos de inventarios realizados en la cordillera de los
Andes (Bejarano-Bonilla et al., 2007; Morales-Martinez & Diaz, 2020). Ademas, el muestreo en
comparacion a estudios con el mismo enfoque realizados en el pais evidencia un esfuerzo diferencial
identificado en el numero de individuos y el nimero de especies muestreadas, lo cual podré verse

reflejado en la infeccion de parasitos como en la frecuencia de la misma.
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6.2 Frecuencia de murciélagos infectados por tripanosomatidos

En el presente trabajo se establecio que el 11% en el total de las muestras analizadas (233)
presentaron infeccion de parasitos tripanosomatidos. Este resultado difiere del reportado por
Herrera (2019), cuya frecuencia de infeccién fue de 66%, en murciélagos en la Macaregua en el
departamento de Santander. Dicha diferencia puede deberse principalmente al bajo numero de
individuos muestreados, todos referentes a una misma localidad (cueva Macaregua). Respecto a
otro estudios realizado en la Orinoquia, la frecuencia de infeccion aqui reportada estaria dentro del
rango comprendido entre 0.85% y 66% (Amortegui-Hernandez, 2022; Jaime-Duefies et al., 2020b;
Ramirez et al., 2014). Las diferencias en los resultados pueden ser consecuencia del tamafio del
muestreo Yy la abundancia de reservorios (Jaimes-Duefiez et al., 2020b; Stevens et al., 2001; ZUfiiga,
2021) , entre ostros aspectos.

Es de destacar que los estudios mencionados también implementan métodos de deteccion
moleculares, los cuales incrementan la sensibilidad de deteccién de paréasitos cuando se
comparacion con métodos de microscopia (Austen & Barbosa, 2021; Pinto, 2021; Silva et al.,
2019). Pese a lo anterior la sensibilidad de la PCR puede verse influenciada por el método de
extraccion de ADN, el volumen de sangre requerido (Schijman et al. 2011. Ferrer et al., 2013) y la
presencia de paréasitos en fase crdnica de la infeccion en sangre (Duarte et al., 2014). Sin embrago,
las técnicas moleculares han permitido entender més la diversidad y las relaciones filogenéticas del
género Trypanosoma, dado que anteriormente muchos de los parasitos aislados de murciélagos
fueron caracterizados por morfologia, lo que genero6 un vacio en lo que se conoce de la informacion
genetica de estos organismos (Austen & Barbosa, 2021).

En murciélagos neotropicales se ha llegado a obtener porcentajes de infeccion entre 10% y

80% (Cottontail et al., 2009; Garcia et al., 2012; Marcili et al., 2009a; Marcili et al., 2009b; Pinto
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et al., 2012; Ramirez et al., 2014); por tanto, el presente estudio se establece en dicho rango y
coincide con valores de infeccion de estudios realizados en Panam4, Brasil y México (10% y 12%)
(Acosta et al., 2014; Lopez-Cancino et al., 2015; Pinto et al., 2012).

Varios de estos investigadores, respecto a los factores que influyen en la infeccién en las
poblaciones de murciélagos, los autores argumentan que los cambios en los ecosistemas, debido al
uso antropogénico de la tierra, influyen en la modificacion de las dindmicas de los patégenos y
vectores, debido a la alteracion en las poblaciones de los hospederos disponibles. Ejemplo de lo
anterior lo constituye lo reportado por Lopez-Cancino et al., (2015), quienes plantearon que la
infeccion en los murciélagos fue mayor en areas selvaticas en contraste con ecotonos y habitats
domeésticos, aspecto atribuido a la disponibilidad de hospederos que puedan interactuar con los
vectores en cada uno de estos ecosistemas.

A pesar de que el nimero de individuos capturados no fue significativo (y° = 7.488 y p=
0.278) al comparar la frecuencia de infeccion por localidad, en Uribe Uribe, Granja CICA y
Campoduro, presentaron altos porcentajes de infeccion en el presente estudio (Figura 5). En estas
localidades predomina el cultivo de palma de aceite (Elaeis spp), las cuales suelen ser habitados por
Triatominos (Soto et al., 2014); insectos considerados como vectores principales de parésitos del
género Trypanosoma (Herndndez et al., 2020). Esta caracteristica presente en las localidades
anteriormente mencionadas pueden favorecer la infeccion de los murciélagos que habitan o
explotan dicho ecosistemas (Ramirez et al., 2014).

La localidad La Colorada, presentd el mayor porcentaje de infeccion (20%), esta se
caracteriza por extensas fragmentaciones de bosque para el cultivo de café, aguacate y cacao. Dicha

caracteristica puede influir en la infeccion, tal como Cottontail et al., ( 2014) lo evidenciaron en
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areas con bosques fragmentados, donde la infeccion en murciélagos es mayor en la detectada en
regiones de bosques continuo.

Berrizbeitiaetal., (2012) reportaron que los hébitats urbanizados pueden alterar la presencia
de los vectores involucrados, siendo mas frecuente las infecciones en zonas peri-urbanas y rurales.
Lo anterior permitiria explicar el bajo porcentaje de infeccion (5%) detectado en La UIS, al ser una
localidad urbana.

El hecho de no detectarse infeccion en los individuos muestreados en La Esparta, se podria
relacionar con el limite del rango de distribucion de los vectores triatominos, siendo este 2000 ms.
n. m (Caceres et al., 2005). Sin embargo, es de resaltar que otros insectos hematdfagos, cimicidos
(chinches) y sifonépteros (pulgas), también pueden estar involucrados como vectores en la infeccion
de parasitos tripanosomatidos (Austen & Barbosa, 2021). No obstante, el bajo nimero de capturas
que se obtuvo en esta localidad puedo haber influenciado el resultado generando un sesgo en la
estimacion de la infeccion.

Teniendo en cuenta lo anterior el porcentaje de infeccion obtenido en el presente estudio, en
comparacion con los estudios realizado en el pais, podria estar influenciado por el tamafio de la
muestra, la sensibilidad de la técnica de deteccion empelada y el érea de estudio evaluada (Jaime-
Duefiez et al., 2020b). Puesto que todas las localidades son consideradas agroecosistemas, debido
al alto grado de fragmentacion para actividades de agricultura o pecuarias (Hart, 1985). Sin
embargo, para corroborar lo anterior seria necesario evaluar la dinamica de infeccion teniendo en
cuenta gradientes de fragmentacion dentro areas evaluadas; puesto que cada habitat presenta
diferentes caracteristicas que podrian estar asociadas con el proceso de infeccion (Jansen et al.,

2018).
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6.3 Andlisis de secuencias de tripanosomatidos

El analisis realizado con Blast de las 24 secuencias obtenidas mostro identidad con tres
especies de parasitos del género Trypanosoma, a saber: T. cruzi, T. dionisii y T. wauwau, soportados
por el analisis filogenético y de distancias, con los cuales se aportd ademas la identidad del clado T.
spp. Neobats.

El hallazgo de secuencias de T. cruzi (Figura 6) en muestras de las especies P. hastatus y M.
molossus, constituyen el primer reporte de infeccién por este parasito en quirdpterofauna
muestreada en el departamento de Santander. Adicionalmente, este parasito se encontr6 infectando
muestras de individuos de C. perspicillata; hallazgo que coincide con lo reportado por Herrera
(2018) para el departamento de Santander. Por su parte, Amortegui-Hernandez (2022) habia
reportado infeccion por T. cruzi en P. hastatus y Ramirez et al., (2014) en C. perspicillata, a partir
de individuos muestreados en el departamento de Casanare; mientras que Delgado et al., (2016)
reporto este parasito infectando individuos de C. perspicillata y M. molossus en el departamento de
Cordoba. La infeccion por T. cruzi en estas especies de murciélagos posiblemente se deba a las
preferencias alimenticias y el tipo de habitat que ocupan (Ramirez et al., 2014). En este orden de ideas
P. hastatus y M. molossus suelen ser insectivoras, mientras que C. perspicillata, complementa su
dieta con insectos (Arias & Pacheco, 2019).

Los murciélagos neotropicales juegan un papel relevante como reservorios de T. cruzi,
parasito que afecta la salud de sus hospederos, como lo demuestran muchos estudios en todo el
continente (Cottontail et al., 2009; Guhl & Ramirez, 2011; Ramirez et al., 2014; Lourengo et al.,
2018; Pinto et al., 2015; Torres-Castro et al., 2021). Esta especie de parasito se encuentra
subdividida en DTUSs, de éstos algunos estan més relacionados con infecciones silvestres y otros

con domésticos; pese que este estudio no tuvo como objetivo establecer el tipo de DTUs presente
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en los murciéelagos infectados, el material recolectado podria servir para futuros estudios de esta
indole.

La especie de parésito T. dionisii (Figura 6) se detecto en las especies de murciélagos S. cf.
tildae y R. io, hallazgo que constituye el primer reporte de infeccion por dicho parésito en estas
especies de murciélagos en el neotropico. Ramirez et al., (2014) reportaron dicho parasito en
individuos de C. perspicillata, M. oxyotus, A. planirostris y A. fuliginosus. A nivel de neotropico
se han reportado infecciones de T. dionisii en murcielagos de los generos: Sturnira, Carollia,
Artibeus , Glossophaga y Desmodus, en Brasil y Bolivia (Cavazzana et al., 2010; Garcia et al.,
2012; Lourenco, 2016).

La infeccion por T. dionisii en S. cf. tildae posiblemente puede ser explicada por la ingestion
de insectos cimicidos por los murciélagos (Lourenco et al., 2018) o por ectoparasitismo de estos
insectos hacia los murcielagos (Ondtej et al., 2012). En el caso de R. io la muestra infectada
correspondio a un neonato. Sin embargo, la madre de este individuo no se encontro infectada quizas
por el hecho que este parasito se puede albergar en el tejido cardiaco y esquelético, impidiendo la
amplificacion positiva en la muestra sanguinea (Austen & Barbosa, 2021). La infeccion en el
neonato podria ser explicada como consecuencia de transmision congeénita; sin embargo, este tipo
de transmisién en murciélagos solo se ha comprobado con T. cruzi (Afiez et al., 2009), lo cual seria
recomendable indagar con otras pruebas para verificar que la transmision congénita también puede
ocurrir con T. dionisii.

Esta especie de parasito esta catalogado como no patdgeno y estricto de murciélagos, pese
a lo descrito se cuenta con un reporte de infeccion por T. dionisii en humanos (Dario et al., 2016).

Para el caso de los murciélagos, puede llegar a tener un potencial patégeno dado que ha sido
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encontrado en tejido esquelético en estado amastigote en la especie Pistrellus pipistrellus (Oliveira
et al., 2009).

En los resultados de la reconstruccion filogenética del clado T. spp. Neobats (Figura 7), la
especie de parésito T. wauwau se detectd en dos individuos de la especie de murciélago L.
brasiliensis, constituyendo este el primer reporte de dicha infeccion en el neotrdpico. Jaimes-
Duefiez et al., (2020b) reportaron esta especie de parasito en Colombia en M. molossus y P. heller.
Otros reportes han sido realizados en quirépteros de Australia y Brasil, siendo detectados en los
géneros de murciélagos Pteronotus (Lima et al., 2015) y Anoura (de Oliveira et al., 2018)
respectivamente. El mecanismo de transmision de este parasito no esta del todo esclarecido pero
se ha sugerido que puede ser mediante picadura de ectoparésitos (Rodrigues et al., 2019); adicional
a lo anterior también puede ocurrir la infeccion oral mediante ingestion de ectoparésitos, y
probablemente dado que los murciélagos viven en colonias y comparten actividades de
acicalamiento y alimentacion, puede contribuir esto la transmision del paréasito (Jaime-Duefiez et
al., 2020b).

Barros et al., (2019) reportaron el linaje T. sp. Neobat 3 en la especie A. lituratus en Boyaca.
Otros linajes de T. sp Neobat han sido detectado en murciélagos filostomidos de Panama y Brasil,
donde T. sp. Neobat 1 muestra el rango mas amplio es capaz de infectar cinco especies de distintos
géneros (A. jamaicensis, T. cirrosis, S. tildae, D. rotundus y C. perspicillata), T. sp. Neobat 2 se
observo Unicamente en Artibeus (A. jamaicensis, A. lituratus y A. planirostris), T sp. Neobat 3 en
Artibeus (A. jamaicensis, A. lituratus y A. cinereus), T. sp. Neobat 4 es un parasito bien establecido
en Carolliay T. sp. Neobat 5 es el linaje mas recientemente descrito en A. cinereus (Barros et al.,

2019; Moreia et al., 2021).
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En el presente estudio se amplian los rangos de las especies hospederas y se reporta
infeccion de los linajes, T. sp. Neobat 1 en L. brasiliensis; T. sp. Neobat 3 en U. convexum, M.
molossus, A. planirostris y S. tildae; T. sp. Neobat 4 en A. geoffroyi y T. sp. Neobat 5 en C.
perspicillata. Cabe destacar que una de las secuencias T. sp. Neobat 1 se agrup6 en el clado de T.
madeirae (Figura 7); este hallazgo puede explicarse ya que T. madeirae anteriormente estuvo
clasificado como T. sp. Neobat 1 (Barros et al., 2019) y en consecuencia, la muestra Lobr_03
reportada en el presente, requeriria analisis mas profundos que permitan discernir de mejor manera
la clasificacion de la misma. La secuencia Momo26_UIS que agrup6 en el clado T. sp. Neobat 3,
al igual que la secuencia Cape42_SV que agrup6 en el clado T. sp. Neobat 5, presentaron longitudes
de ramas prolongadas; esto indica que dichas secuencias presentan gran variacion respecto a las
secuencias de referencia. De igual manera, pese que a estas secuencias agrupan en los referidos
clados, no se debe asegurar que se pueden clasificar dentro de los linajes T. sp. Neobat 3y T. sp.
Neobat 5, respectivamente; hecho que puede guardar relacién con el bajo soporte presentado en los
clados (Figura 7).

De acuerdo con los resultados obtenidos, las muestras de murciélagos que presentaron
mayor infeccion por los linajes de T. spp. Neobats se identificaron en los géneros Artibeus y
Carollia. Este hallazgo concuerda con lo reportado por Dario et al., (2017a), quienes han precisado
que las especies de estos géneros son los mas abundantes en el neotropico, ademas sus dietas y
habitat facilitan la exposicion a potenciales vectores de parésitos. Pese a que se conoce que los
Triatominos no son vectores de parasitos clasificados como T. spp. Neobats, aln se desconocen sus
vectores y ciclo de vida (Moreia et al., 2021). Cabe destacar que el linaje T. sp. Neobat 3 presentd
una amplia variedad de hospederos en comparacion con lo reportado en otros estudios (por ejemplo,

Barros et al., (2019); Dario et al., (2017a) y Lima et al., (2015)); ademas éste se encontrd en cinco
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de las siete localidades evaluadas; teniendo en cuenta lo anterior T. sp. Neobat 3 puede estar
presentando un papel importante en la infeccion por linajes de parésitos T. sp. Neobat en los
murciélagos de esta region del nororiente colombiano. Por Gltimo, y no siendo menos importante,
el linaje T. sp. Neobat 4, el cual infecta exclusivamente a murciélagos del género Carollia (Moreia
et al., 2021), en el presente estudio se determiné que ademas infecta individuos del género Anoura
(Tabla 5, Figura 7); este hallazgo constituye el primer registro de infeccion de dicho linaje en
murciélagos de un género diferente a Carollia.

La independencia entre el sexo y el nimero de individuos infectados (¥ = 0,96248; 1 grado
de libertad, p=0,3266) concuerda con lo reportado por Herrera (2018) y Torres-Castro et al., (2021).
Por su parte Herrera (2018) sustentd sus hallazgos en el comportamiento social como factor
importante para la infeccion. En este sentido las poblaciones con comportamiento gregario podrian
influir en la infeccion por el parasito, a razén de la constante agrupacion de los individuos debido a
su comportamiento sociabilidad y especialmente por las colonias de maternidad (Webber & Willis,
2016). A la luz de la idea que la infeccién podria darse por el comportamiento gregario de los
murciélagos, de las especies infectadas (Tabla 4), como C. perspicillata, M. molossus y A. geoffroyi,
que se suelen agrupar en colonias numerosas (Pefiuela-Salgado & Pérez-Torres, 2015; Véasquez-
Parra et al., 2015; Romero, 2022); P. hastatus, que no cambian la composicién de los miembros por
largos periodos de tiempo (Cortés & Jiménez, 2014), lo que facilitaria el contacto del vector a los
hospederos en un tiempo mas corto (Webber & Willis, 2016). En las otras especies donde fue
identificada infeccién como las del género Artibeus y Uroderma, que suelen agruparse en grupos
pequefios otros factores podrian estar influyendo la infeccion es el tipo de refugios empleados
(Ramirez et al., 2014). Para el caso de Torres-Castro (2021), quienes no sustenta sus hallazgos,

estos no muestran diferencias significativas en el sexo, tal como se identifica en el presente trabajo.
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La secuencia de R. nasua identificada en muestra de C. perspicillata, guarda identidad del
97% con la secuencia codigo AY998642.1 alojada en el Gen Bank. Este organismo es un
protozoario de la clase Kinetoplasta, orden Neobodonida, que se caracteriza por ser de vida libre
que explota ambientes como estanques de agua y dieta heterétrofos alimentandose principalmente
de bacterias (Scheckenbach et al., 2005). Esta especie de protozoario no se ha reportado como
parésito; sin embargo, no constituye el primer reporte de protozoarios de vida libre que se haya
detectado mediante secuencias del gen RNA ribosomal 18S en sangre de murciélagos.

En el sentido expuesto anteriormente, Dario et al., (2017b) en Brasil detectaron en una
muestra de D. rotundus la especie de protozoario Bobo saltan perteneciente al clado Eubodonida,
grupo hermano de Neobodonida. Estos autores no descartaron la posible contaminacion ambiental
de ADN de los flagelados de protistas al momento de tomar la muestra en campo. Por su parte Szoke
et al., (2017) reportaron secuencias del protozoo Bobo saltan en garrapatas de la especie Ixodes
simplex que les desprendieron a murciélagos de la especie Miniopterus schreibersii en Rumania.
Adicionalmente, identificaron al protozoario Bodonidae spp, perteneciente al clado Neobodonida,
en Argar vespertilionis, ectoparéasito de la especie Myotis brandtii, muestreado en Hungria. Estos
autores descartaron la posibilidad de que los ectoparasitos se infectaran con estos protozoarios por
medio distinto a la ingesta de sangre de los hospederos, debido a su dieta estrictamente hematofaga.
Ademas, argumentaron que todas las especies de murciélagos dependen de los cuerpos de agua
dulce disponibles para beber (Greif & Siemers, 2010); lo cual conllevaria a la ingesta de bodonidos.

Los estudios de alimentacion humana y animal han demostrado que el ADN dietético
fragmentado puede resistir el proceso digestivo (Rizzi et al., 2012) e incluso los genes completos
pueden traspasar la barrera intestinal (Spisak et al., 2013). Teniendo en cuenta este escenario, Széke

et al., (2017) plantearon la hipotesis que los murciélagos tienen acceso a boddnidos de vida libre y



IDENTIFICACION DE TRYPANOSOMA EN MURCIELGOS DE SANTANDER 63

al menos el ADN de estos organismos ingresa a través de la mucosa orofaringea o gastrointestinal
de los murciélagos hacia su sistema circulatorio. Dado el hecho que R. nasua fue identificado en
una muestra de C. perspicillata, especie de murciélago que suele beber de cuerpos de agua dulce, a
luz de lo descrito por Szoke et al., (2017), la hipdtesis del acceso a bodonidos por ingesta de agua

dulce y posterior ingreso a mucosas de los murciélagos, podria explicar dicho hallazgo.

7. Conclusiones

A partir de la obtencidon y anélisis de secuencias del gen ARNr 18S de parasitos
tripanosomatidos presentes en muestras sanguineas de individuos de distintas especies de
murciélagos muestreadas en el departamento de Santander, se concluye que:

La frecuencia de infeccion por Trypanosoma fue de 11% en 233 muestras analizadas. Este
muestreo comparativamente es mayor al de otros estudios de esta indole realizados en Colombia.

El 75% de las secuencias de los trypanosomatideos detectados corresponden al clado T. spp.
Neobats, denotando un papel importante en la infeccion de parasitos del género Trypanosoma en
las poblaciones de murciélagos en la region nororiental de Colombia.

El alto valor de identidad de las secuencias obtenidas (92% a 99.9%) permitid la
identificacion de tres especies de parasitos tripanosématidos y cuatro linajes T. sp. Neobat que
permiten constituir el reporte de infeccion en especies de quiropteros por primera ocasion para el
neotropico de: Trypanosoma dionisii en la especie R. io; T. wauwau en L. brasiliensis; T. sp. Neobat
1 en L. brasiliensis; T. sp Neobat 3 en U. convexum, M. molossus, A. planirostris y S. cf.tildae; T.
sp. Neobat 4 en A. geoffroyi y T. sp. Neobat 5 en C. perspicillata. Adicionalmente, Trypanosoma

dionisii en la especie S. cf.tildae reporte de infeccidn por primera ocasion para Colombia y para el
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departamento de Santander de T. cruzi en P. hastatus y M. molossus. Esta amplia diversidad de
linajes y especies del género Trypanosoma como de especies de murciélagos expone que las
localidades presentan singularidades que favorecen el establecimiento de interacciones parasito-
hospedero, ademés que los murciélagos cumplen un papel importante en la diversificacion y ciclos
de transmision de estos parasitos en esta region del pais. Lo anterior revela la necesidad de
profundizar en futuras investigaciones que evalGen los factores ecoldgicos y epidemioldgicos
involucrados en las transmisiones de tripanosomatidos en poblaciones de quirdpteros en estos
ecosistemas.

Con una identidad de 97% se identificd una secuencia del protozoario de vida libre
Rhynchomonas nasua en muestra sanguinea de C. perpicillata; este hallazgo permitiria la
ampliacién en la basqueda de microorganismos que interactdan con quirépteros y que amplien
aspectos desconocidos de la ecologia de estos organismos, ademas de poner en entredicho la

especificidad de las secuencias cebadoras de parasitos tripanosomatidos.
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Recomendaciones:

Para estudios posteriores que se realicen en el departamento de Santander, se recomienda:

- Evaluar la dindmica de infeccidn teniendo en cuenta gradientes de fragmentacion de las
areas evaluadas y en diferentes hospederos puesto que cada habitat presenta diferentes
caracteristicas que pueden estar asociadas con el proceso de infeccion.

- Para poder dilucidad que tipo de DTUs esta involucrado en la infeccién de los
murciélagos en la localidad evaluadas seria recomendable utilizar cebadores mas
especificos como el cyt b que permita dilucidar esta informacion.

- Evaluar los factores ecoldgicos y epidemiol6gicos involucrados en las transmisiones de
tripanosomatidos en poblaciones de quirdpteros en estos ecosistemas.

- Alaluz del hallazgo del protozoario del orden Neobodonida, abre la interrogante de la
especificidad de los cebadores usado para la identidad de tripanosomatidos, por ende, se
sugiere el implemento de cebadores més especificos u otros genes méas conservado para

la identificacion de estos parasitos.
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Apéndices
Anexo A. Contenido del trabajo de grado
Denaturacion 95°C 3 minutos
Denaturacion 94°C 1 minuto
Anillamiento 52,8°C 1 minuto 30 ciclos
Extension 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 10 minutos
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Anexo B. Identidad de las secuencias obtenidas se realizé con la herramienta BLAST.

. porcentaje
Cadigo hN(?sméJ(;nge la especie Localdad Parasito ;I'C(z)t?; Query de
P Cover E value identidad Acceso

Lobr03_LB [L;:Z ZZZ::’:G Uribe Uribe | Trypanosoma spp 915 100% 0 100.00% KT368796.1
Arlio5_CM Artibeus lituratus Graja CICA | Trypanosoma spp 811 100% 0 100.00% 72%411065'

: _ Campo ; | MH319699.
Arlio2_PwW Artibeus lituratus Duro Trypanosoma spp 929 100% 0 100.00% 1
Arli03_PW | Artibeus lituratus ge;r::)po Trypanosomaspp | 867 | 100% 0 100.00% M
Urco03_PW | Uroderma convexum girr]:)po Trypanosomaspp | 1007 | 100% 0 100.00% | Y26
g/lomozs_UI Molossus molossus Campus UIS | Trypanosoma spp 739 100% 0 97.47% w
Arpl09_CM Artibeus planirostris glrgrga Trypanosoma spp 1011 100% 0 100.00% M
Stgiod CM | Sturnira tildae Srana Trypanosomaspp | 876 | 100% 0 100.00% 2"”31&
Arpl18 SV Artibeus planirostris La Colorada | Trypanosoma spp 857 100% 0 98.95% @
Arpl16_SV | Artibeus planirostris | La Colorada | Trypanosomaspp | 1009 | 100% 0 100.00% %1062‘
Arpl22_LB Artibeus planirostris Uribe Uribe | Trypanosoma spp 963 100% 0 99.81% M
Cape39_PD | Carollia perspicillata | EIRoble | Trypanosomaspp | 918 | 100% 0 99.60% | L0
Ange05_SV Anoura geoffroyi La Colorada | Trypanosoma spp 935 100% 0 100.00% M
Cape43 SV | Carollia perspicillata | La Colorada | Trypanosomaspp | 946 | 100% 0 100.00% | 4117
Cape48_LB Carollia perspicillata Uribe Uribe | Trypanosoma spp 789 100% 0 99.77% m
Caped2_SV Carollia perspicillata La Colorada | Trypanosoma spp 887 100% 0 96.15% M
Momo05_PW | Molossus molossus gir:;po Z:L)J/;anosoma 31963 100% 0 99.05% CP015675.1
Capeld CM | Carollia perspicillata g[g’ga Irrzfianosoma 1051 | 100% 0 99.83% | MK640442.1
Phha0l_LB ZZ: iffj:mus Uribe Uribe Z:Zfianosoma 981 | 100% 0 100.00% | MK640442.1
Plalol_SV ;Iggircrgimus La Colorada Z:Zfianosoma 372 43% | 4E-98 | 97.70% | MF141885.1
R0io03_UIS | Rhogeessa io Campus UIS g{ggzﬂosoma 957 | 100% 0 08.88% | LC326397.1
Stgild PD | Sturnira tildae El Roble girc))/s@piz;ﬂosoma 955 | 100% 0 90.6206 | SIS
Stgi2o SV | Sturnira tildae La Colorada | [YPanosoma 1038 | 100% 0 100.00% | S
Lobr01_LB Z‘:g:lzzzos’:" Uribe Uribe Jv'g’upviggsoma 850 | 100% 0 97.21% | KR653210.1
Lobr02_ LB 2‘:522;‘;’:" Uribe Uribe ng’upﬁggsoma 785 | 100% 0 97.60% | KR653210.1
Cape2s pp | Carolliaperspicillata | EI Roble ,’XZ l’l’::"’”"”"s 821 | 100% 0 97.14% | AY998642.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT368796.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSS7K69P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411065.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSC4JR1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411065.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSC4JR1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSEW17W013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSEW17W013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSH24CN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSH24CN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSR31YM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSR31YM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSMPZFC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSMPZFC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSTWPJU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSTWPJU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSWC277016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSSWC277016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH556911.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XSSZ0XEK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH556911.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XSSZ0XEK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411062.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XST3C1NE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411062.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XST3C1NE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XST5SJM2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XST5SJM2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XST87TKV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XST87TKV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSTAF07701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSTAF07701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWGVAG601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWGVAG601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319703.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWK42JX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319703.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWK42JX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWN6VZ501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH319699.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWN6VZ501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP015675.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWV45ZN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK640442.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSWXKFC3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK640442.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSX035Y2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF141885.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XUEP6E0H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC326397.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSX2B9MH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411103.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSX4C0RP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411103.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSX4C0RP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411103.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSX6BTT7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH411103.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSX6BTT7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR653210.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=XSX8JXM8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR653210.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSXACD3E016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY998642.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XSXZ21XB016

