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1. Resumen

Los murciélagos son un grupo de mamiferos con gran diversidad, que juegan un
papel muy importante en los procesos ecoldgicos de los bosques tropicales. A pesar de ello,
actualmente se encuentran amenazados por la fragmentacion, la degradacion del habitat, la
desinformacion y el uso de pesticidas; que causan cambios en la oferta alimenticia

afectando la dindmica de las comunidades de estos quiropteros.

Histéricamente han sido asociados con una serie de agentes infecciosos como virus,
bacterias y hongos, asi como agentes parasitarios. Dentro de las investigaciones realizadas
en parasitos, destacan las realizadas en los hemoflagelados de la familia Trypanosomatidae,
como Trypanosoma cruzi y Leishmania spp., las cuales se han basado principalmente en la
deteccion de dichos agentes, dejando de lado aspectos macroambientales y de

caracterizacién molecular.

Este estudio tuvo como objetivo detectar y caracterizar los murciélagos positivos a
Leishmania spp. y Trypanosoma spp., describir los factores macroambientales de sitios de
captura e identificar por métodos moleculares estos hemoparasitos con el fin de aportar
informacion que pueda contribuir al entendimiento de las relaciones filogenéticas

parasito/hospedador y posibles relaciones ecoepidemioldgicas.

Durante junio 2013 a agosto 2014, se realizd un estudio transversal en 11 sitios de
diferentes provincias de Costa Rica, donde se capturd un total de 98 murciélagos, en su
mayoria de los géneros Artibeus, Glossophaga, Carollia y Sturnira. Se anotdé las medidas
biométricas, peso, sexo, grupo etario y condicion reproductiva y se tomo muestras de sangre
de cada individuo. Las muestras sanguineas fueron analizadas mediante PCR amplificando
una region del gen 18S ADNr para determinar la presencia de Leishmania spp. vy
Trypanosoma spp. Se realizo un analisis de las caracteristicas macroambientales de los sitios

de captura en los cuales se encontr6 murciélagos positivos a hemoflagelados. Para ello, se



utilizaron las capas vectoriales de temperatura, precipitacion, cobertura y uso de suelo del
Atlas de Costa Rica. Finalmente, se estudiaron las relaciones filogenéticas de las secuencias
encontradas en los murciélagos del presente estudio con secuencias de otros

tripanosomatidos descritas anteriormente por otros investigadores.

Se encontrd Leishmania spp. y Trypanosoma spp. en murciélagos Glossophaga
soricina, Carollia sowelli, Carollia perspicillata y Artibeus jamaicensis. De las
caracteristicas de hospedero y macroambientales evaluadas, el peso del murciélago y la
precipitacion se establecieron como posibles variables relacionadas con la presencia de estos
tripanosomatidos.

La secuenciacion de un segmento de 480 pb del gen 18S ADNr de las muestras de
sangre de los murciélagos positivos a hemoflagelados mostraron 99-100% de identidad
nucleotidica con Trypanosoma cruzi (442pb/442pb, 426pb/428pb, 432pb/433pb) vy
Trypanosoma minasense (346pb/347bp, 348pb/348bp, 368pb/370pb). Los resultados del
andlisis filogenético apoyan la separacion de Trypanosoma minasense de Trypanosoma
rangeli y T. cruzi. La presente investigacion provee un estudio base y aporta informacion
sobre las relaciones filogenéticas de los hemoflagelados asociados a los quirdpteros del

Continente Americano.



I11. Summary

Bats are a mammalian group with high diversity that play a very important role in
the ecologic process of the rain forest. Despite of that, nowadays they have been threatened
by fragmentation, habitat degradation, disinformation and pesticides which trigger changes

in food offer affecting the community dynamics.

Historically they have been associated with several infectious agents like viruses,
bacteria, fungi and parasites. Taking in account research about parasites, highlight mainly
in the detection of hemoflagellates from the family Trypanosomatidae, such as
Trypanosoma cruzi and Leishmania spp., leaving behind macroenvironmental aspects and

molecular characterization.

The aim of this study was to characterize bats positives and negatives to Leishmania
spp. and Trypanosoma spp., describe macroenvironmental factors from capture sites and
identify the hemoflagellates by molecular methods to generate information that can

contribute to the understanding of the parasite/host phylogenetic relationships.

During June 2013 and August 2014, a transversal study was made in 11 sites, from
eight localities from Costa Rica, where a total of 98 bats were capture. The majority from
the genera Artibeus, Glossophaga, Carollia and Sturnira. Biometric measures, weight, sex,
age group and reproductive condition was recorded and blood samples were taken from
each individual. Blood samples were analized by PCR amplifying the 18S gen region to
determine the presence of Leishmania spp. and Trypanosoma spp. A macroenvironmental
characteristic analysis was performed from capture sites. Bats that are positive to
hemoflagellates were found using vector layers of temperature, rainfall, coverage and land
use with the Costa Rica Atlas (2014) and phylogenetic relationships of the obtained

sequences were compared with reported tripanosomatides sequences.

Leishmania spp. and Trypanosoma spp. were found in Glossophaga soricina,

Carollia sowelli, Carollia perspicillata and Artibeus jamaicensis. The host and
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macroenvironmental characteristic was evaluated and showed how the bat weight and

rainfall related to the presence of this tripanosomatides.

Sequence of the 480 bp segment of the gene 18S from positive bat blood samples
showed 99% of nucleotic identity with Trypanosoma cruzi and Trypanosoma minasense
and the results from the phylogenetic analysis support the detachment of Trypanosoma
minasense from T. rangeli and T. cruzi. Thus, this research generate a baseline which
contributes the understanding of thle phylogenetic relationships of the hemoflagellates

associated to quiroptera in America.
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1. Introduccion general

Los murciélagos o quirépteros son uno de los grupos de mamiferos mas exitosos en
cuanto a riqueza de especies y diversidad ecoldgica. Se diferencian de otros mamiferos
principalmente porque poseen un conjunto de adaptaciones morfologicas, fisioldgicas y
etologicas asociadas a una serie de cambios evolutivos que han ocurrido a través de millones
de afos (Laval y Rodriguez-Herrera 2002, Rodriguez-Herrera et al. 2007). Destaca como
parte de estas adaptaciones, el alargamiento de los huesos de la mano, lo que le ha
proporcionado un apoyo estructural a una doble membrana de piel, asi como un punto de
unién de vasos sanguineos, tendones y musculos que les da la capacidad mover el ala y les
da la capacidad de volar (Laval y Rodriguez-Herrera 2002). A esto se suma el desarrollo de
un eficiente sistema de ecolocalizacion que les ha permitido tener acceso a una gran variedad
de habitats y recursos alimenticios y asi colonizar una amplia variedad de ecosistemas
(Burneo et al. 2015).

En el mundo se conocen mas de 925 especies de murciélagos clasificados en 2
subdrdenes: el orden Megachiroptera y el orden Microchiroptera (Rodriguez-Herrera et al.
2007). Los megaquirdpteros, conocidos como zorros voladores, incluyen una familia
constituida por 166 especies de murciélagos que se restringen a las zonas tropicales y
subtropicales del Viejo Mundo; mientras que el orden Microchiroptera cuenta con 759
especies que se distribuyen en todo el mundo (Laval y Rodriguez-Herrera 2002).

A esta amplia diversidad de especies se suma una serie de variaciones morfologicas y
ecoldgicas especializadas segun el tipo de habitat en el que se desarrollan y el gremio tréfico
al que pertenecen las distintas especies de murciélagos (Rodriguez-Herrera et al. 2007). Por
ejemplo, variaciones anatomicas en el tamafio y forma de las alas se relacionan con sus
sistemas de alimentacion y estilo de vuelo. Murciélagos de vuelo lento, que se alimentan de
frutos, néctar o insectos, que se posan en la hojarasca o el follaje, han desarrollado alas cortas
y amplias, mientras que murciélagos que realizan vuelos rapidos han desarrollado alas largas
y angostas (Laval y Rodriguez-Herrera 2002). De igual manera, existen variaciones en los
tamarfios de los dientes, uropatagio, cola, orejas, forma y tamafio de la hoja nasal, asociadas a

variaciones ecoldgicas en cada especie. Asi mismo, los quirdpteros tienen un rango
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alimenticio muy amplio y variado. Existen especies insectivoras, frugivoras, nectarivoras-
polinivoras, carnivoras y en el Neotrdpico, especies exclusivamente hemat6fagas (Laval y
Rodriguez-Herrera 2002). Habitan casi cualquier ecosistema, incluso zonas urbanas. Durante
el dia se refugian en colonias en diversos sitios, incluyendo desde cuevas, arboles huecos,
grietas en rocas, hasta casas, edificios, puentes y alcantarillas. Al caer la noche abandonan
sus refugios y se trasladan a sus sitios de forrajeo dependiendo de su gremio alimenticio

(Sanchez-Rojas y Rojas-Martinez 2007).

En el Neotropico, la familia mas diversa de murciélagos es la Phyllostomidae la cual
incluye méas de 100 especies distribuidas en 6 subfamilias, cada una de ellas con
caracteristicas de dieta y comportamientos distintos (Gardner 1977). Por ejemplo, las
subfamilias Carollinae y Stenodermatinae ambas tienen dietas basadas en frutas (Rodriguez-
Herrera et al. 2007) y presentan una mayor capacidad de adaptacién, son abundantes en la
vegetacion secundaria y se benefician con algun grado de perturbacion (Medellin et al.
2000). En areas con bajos niveles de deforestacion estos murciélagos suelen cruzar las areas
abiertas perturbadas en su busqueda de alimento y refugio en los fragmentos de bosque
(Fenton et al. 1992).

Caso contrario ocurre con la subfamilia Phyllostominae, en la cual la mayoria de las
especies se alimenta principalmente de pequefios vertebrados y algunas pocas especies
tienen dietas mas diversas, que incluyen tanto insectos como frutas. Debido a estos
requerimientos alimenticios y la disponibilidad de presas animales, este grupo es mas
sensible a la deforestacion y a los niveles de perturbacion del habitat por lo que son mas
abundantes en los bosques maduros y de rara aparicién en bosques secundarios 0 en

regeneracion (Faria 2006, Galindo-Gonzélez 2007).

Dentro del grupo de los filostomidos estd también la subfamilia Desmodontinae,
formada Unicamente por tres especies de murciélagos cuya dieta es exclusivamente de
sangre. La especie mas representativa de esta subfamilia es el vampiro comun (Desmodus
rotundus), cuya distribucion responde a la disponibilidad del ganado del que se alimenta
(Fenton et al. 1992).
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Por otra parte, las subfamilias Glossophaginae y Phyllonycterinae incluyen especies
que se alimentan principalmente de néctar y el polen (Lemke 1984, Fenton et al. 1992), por
lo que la composicién vegetal del ecosistema es el factor limitante que determina la
presencia de esta subfamilia, de manera que es mas comun encontrarlos en bosques
secundarios con plantas que dispongan de flores con estadios de sucesion temprana (Kalko et
al. 1998).

Dada la capacidad que tienen los murciélagos de adaptarse a gran diversidad de
ecosistemas, muchas especies de murciélagos generalistas se consideran especies
sinantropicas, que son aquellas capaces de adaptarse, permanecer y mantenerse en los
espacios habitados por el hombre. Destacan entre ellas especies como Carollia perspicillata,
Carollia brevicauda, Artibeus jamaicensis, Sturnira lillium y Glossophaga soricina, las
cuales son especies abundantes en habitats perturbados y antropogénicos (Delgado et al.
2007).

1.1 Beneficios de los murciélagos

El orden de los quirdpteros juega un papel muy importante en los procesos ecoldgicos
que ocurren en los bosques tropicales debido a sus diversos habitos de alimentacion, sus
esquemas co-evolutivos con las plantas, su abundancia, su alta diversidad ecoldgica, sus
adaptaciones para la busqueda de alimentos y su potencial de desplazarse a areas extensas en
un paisaje fragmentado (Medellin y Gaona 1999, Meyer et al. 2008).

Los murciélagos frugivoros de las subfamilias Carolliinae y Stenodermatinae
cumplen con la funcién de ser importantes dispersores de semillas contribuyendo con el
proceso de regeneracion de bosques tropicales, permitiendo la dispersion y la colonizacion
de nuevos habitats por distintas especies de fauna y flora y reduciendo el impacto de la
fragmentacion (Rodriguez-Herrera et al. 2007). Por otra parte, los murciélagos de las
subfamilias Glossophaginae y Phyllonycterinae, dados sus habitos de alimentacion similar a
la de los colibries, son importantes polinizadores en los bosques tropicales. Los miembros de

las familias Mormoopidae y Vespertilionidae, por sus habitos de alimentacion, son
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depredadores de insectos voladores nocturnos, muchos de ellos, insectos responsables de la
transmision de agentes causantes de enfermedades como el dengue y la malaria (Laval y
Rodriguez-Herrera 2002, Burneo et al.2015). Ademas, dichos murciélagos se alimentan de
insectos que son potenciales plagas para cultivos, por lo que contribuyen al ahorro de

millones de ddlares en pesticidas destinados a controlar dichas plagas (Burneo et al. 2015).

1.2 Impactos y amenazas para los quiropteros

Las principales amenazas a la diversidad de los murciélagos son la fragmentacion y
degradacion del habitat, provocada principalmente por las actividades humanas (Galindo-
Gonzélez 2007). Dichas amenazas afectan la riqueza y la abundancia de estos mamiferos, ya
que los cambios en la oferta alimenticia afectan la dinamica y ensamble de las comunidades
de murciélagos (Medellin et al. 2000, Sanchez-Azofeifa et al. 2001). Uno de los efectos de la
fragmentacion sobre las comunidades de murciélagos es la pérdida de especies de
quirdpteros con requerimientos especializados de habitat y consecuentemente un incremento
en la abundancia de especies generalistas (Galindo-Gonzélez 2007, Meyer et al. 2008, Mena
y Medellin. 2010). Por ejemplo, se reporta que especies dependientes de habitat como
Trachops cirrhosus y Tonatia silvicola, al no tolerar los espacios abiertos, ni volar fuera de la
cobertura vegetal son muy sensibles a extinciones locales ante un aumento en la
fragmentacion del paisaje (Kalko et al. 1998), mientras que especies adaptables como C.
perspicillata, A. jamaicensis y S. lillium son los més tolerantes a las perturbaciones, e incluso
posiblemente se benefician por los efectos de los cambios, ya que utilizan los ambientes
transformados, los corredores riparios, la vegetacion secundaria e incluso arbustos aislados
en pastizales (Galindo-Gonzéalez 2007). Sin embargo, no se han descrito exactamente cuéles
son los efectos principales de la alteracion del habitat en los murciélagos ya que la mayoria
de los estudios se limita a sitios en particular (son escasos los estudios a escala de paisaje) o
solo se han capturado murciélagos a nivel del suelo, generando un sesgo hacia la captura de
cierto tipo de especies (Galindo-Gonzélez 2007). Otros factores humanos que reducen la
poblacién de murciélagos son el uso descontrolado de pesticidas y quimicos téxicos, el
cambio climatico y el aumento acelerado de la poblacion humana (Laval y Rodriguez-
Herrera 2002, Rodriguez 2013).
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Otra amenaza para este grupo de mamiferos es la desinformacién. La mayoria de los
habitantes latinoamericanos cuenta con muy poca informacion sobre los murciélagos.
Existen mitos que los hacen creer que todos los murciélagos son vampiros transmisores de
muchas enfermedades, motivo por el cual son capturados y exterminados (Laval y
Rodriguez-Herrera 2002).

A pesar de las amenazas descritas, muchas poblaciones de murciélagos se han
logrado mantener gracias a su capacidad para adaptarse a los cambios antropogénicos,
demostrada por el hecho de que incluso después de la urbanizacion extensiva, algunos
siguen encontrando las perchas y los alimentos que necesitan (Galindo-Gonzalez 2007).
Debido a esto, y al compartir espacios fisicos con el humano, frecuentemente se producen
conflictos con las personas por la acumulacion de excrementos o incluso por la aparicion de

los mismos murciélagos (Burneo et al. 2015).

1.3 Microorganismos infecciosos, no infecciosos y parasitarios en murciélagos

Los murciélagos se han asociado histéricamente con una serie de microorganismos
infecciosos y no infecciosos que pueden ser patdgenos o no para el hospedador o los
humanos. Destacan agentes virales como el Virus de Ebola, Virus de la Encefalitis Equina,
Coronavirus similares a los que ocasionan el Sindrome Agudo Respiratorio Severo (SARS)
(Wang et al. 2006), el Virus de la Rabia, transmitida por murciélagos hematéfagos de la
subfamilia Desmodontinae (Schneider y Burgoa 1995), Nipahvirus y Hendravirus,
detectados por primera vez en murciélagos de la fruta del género Pteropus spp. en Malasia,
Singapur, y Australia, respectivamente (Calisher et al. 2008). Ademas, agentes bacterianos
patdgenos tales como Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp. y Clostridium spp. en
individuos de la familia Vespertilionidae; Shigella spp. y Salmonella spp. en las familias
Molossidae, Vespertilionidae y Phyllostomidae (Muhldorfer 2013) y agentes micéticos como
Histoplasma capsulatum (Panizo et al. 2001), encontrada en cuevas con guano de

murciélagos de nuestro pais y reportado por Lyon et al. en el 2004.
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Asi mismo se han aislado en murciélagos diferentes especies de parasitos
protozoarios de la familia Trypanosomatidae, que pueden ser 0 no especies patdgenas.
Destacan como parte de estos agentes parasitarios patdgenos para humanos, los hallazgos de
tripanosomatidos de los géneros Leishmania (Lima et al. 2008, Savani et al. 2010, Shapiro et
al. 2013, Kassahun et al. 2015, Viguez-Rodriguez 2015) y Trypanosoma (Lisboa et al. 2008),
dos grupos de parasitos que incluyen especies causantes de la leishmaniasis y la enfermedad
de Chagas en animales y humanos (Torrico et al. 2013). En Africa, se ha reportado en
murciélagos del género Pteropus sp. la presencia de Leishmania tropica y Leishmania major,
conocidos agentes causantes de leishmaniasis cutanea (Kassahun et al. 2015). En Ameérica, se
ha reportado la presencia de diferentes especies de Leishmania en quirdpteros generalistas de
distintas zonas geograficas. Por ejemplo, en Venezuela se hallé6 Leishmania chagasi - agente
causal de leishmaniasis visceral y cutanea- y en Brasil, Leishmania amazonensis, Leishmania
braziliensis y Leishmania infantum (Savani et al. 2010, Shapiro et al. 2013). La presencia de
Trypanosoma cruzi ha sido reportado infectando animales de Panama y Brasil (Cottontail et
al. 2009, Maia Da Silva et al. 2009, Cottontail et al. 2014).

Por otra parte, se ha reportado la presencia de especies de tripanosomatidos no
patdgenos para humanos como Trypanosoma evansi en mamiferos voladores de Venezuela
(Silva-lturriza et al. 2013), Trypanosoma marinkellei y Trypanosma dionisii en Bolivia

(Torrico et al. 2013), y Trypanosoma rangeli en Brasil (Maia Da Silva et al. 2009).

En Costa Rica, la presencia de hemoflagelados en murciélagos de Costa Rica se
reduce a los reportes de Trypanosoma vespertilionis en individuos de Glossophaga Soricina
de Santa Ana, provincia de San José (Zeledon y Vieto 1957) y Trypanosoma leonidasdeaneli
en un Sarcopterix billineata de Guapiles, provincia de Limoén (Zeledon y Rosabal 1969. No
se ha reportado hasta el momento Leishmania spp., ni T. cruzi en especies de este grupo de

mamiferos de nuestro pais.

Por otro lado, investigaciones que describan las caracteristicas ecoldgicas de los sitios
donde se han capturado murcielagos positivos a hemoflagelados son muy escasas. Destacan

en Latinoamérica las investigaciones realizadas por Cottontail y colaboradores (2009) y
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Viquez-Rodriguez (2015). En ambos estudios se evalla la presencia de hemoflagelados en
bosque fragmentado y no fragmentado, y encuentran relacién entre los hallazgos
parasitologicos en los murciélagos con los diferentes grados de fragmentacion, lo cual apoya
las afirmaciones de que ambientes fragmentados y con un menor nimero de especies se
asocian con el incremento de enfermedades; esto debido a que segun la teoria del efecto de
dilucion, en sitios con una diversidad de especies reducida se favorece el contacto de los
vectores con los hospedadores (Allan et al. 2003, Keesing et al. 2006). Con esta informacion,
Cottontail y colaboradores (2009) y Viquez-Rodriguez (2015) buscan contribuir con el
entendimiento de las relaciones entre los cambios ecosistémicos, los tripanosomatidos y sus
hospederos (Cottontail et al. 2009, Viquez-Rodriguez 2015).

1.4 Caracterizacion molecular de tripanosématidos en murciélagos

Los tripanosomatidos muestran una gran variedad y complejidad genética. Por ende, la
descripcion molecular y la secuenciacion del genoma de los paréasitos kinetoplastidos busca
proporcionar caracteres adicionales para analisis filogenéticos que ayuden a entender las
relaciones evolutivas y las asociaciones ecoldgicas de este grupo (Hughes y Piontkivska
2003, Izeta-Alberdi et al 2016).

Ante esto, diferentes investigadores han trabajado en la implementacion de técnicas
moleculares y la identificacion de marcadores genéticos que permitan distinguir las
subpoblaciones de parésitos tripanosomatidos, los procesos selectivos y su filogenia
(Cottontail et al. 2014, Messenger et al. 2015, Tomasini y Diosque 2015). Por ejemplo, en las
Gltimas dos décadas, el analisis filogenético de la subunidad del gen 18S ADNTr ha llevado a
cambios importantes en la clasificacion de los flagelados kinetoplastidos (d’Avila-Levy et
al. 2015).

La caracterizacion de las cepas de tripanosomatidos a nivel molecular ha sido
fundamental para la comprension de la epidemiologia de las enfermedades asociadas a

estos parasitos (Tibayrenc 1998, Hughes y Piontkivska 2003). En el caso del género
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Leishmania, la identificacion de las principales ramas evolutivas ha permitido confirmar las
diferentes especies responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, y en el
caso del género Trypanosoma, se ha demostrado que este grupo taxonémico posee una gran

heterogeneidad genética y bioldgica en sus poblaciones (Tibayrenc et al. 1991).

Mediante analisis moleculares se ha reportado la presencia de T. rangeli, T. cruzi, T.
marinkellei y T. dionisii aislados de sangre de murciélagos de Brasil (Maia Da Silva et al.
2009) y en Panama. Cottontail y colaboradores (2014) identificaron, mediante analisis
filogenéticos de tripanosomatidos de murciélagos, tentativamente cinco aparentes
subespecies de tripanosomas pertenecientes a T. cruzi. Asi mismo, mediante el uso de
varios marcadores moleculares se han definido siete linajes o unidades discretas de
tipificacion (DTU) que incluyen Tcl-TcVI y Tcbat exclusivos de murciélagos (Zingales et
al., 2012).

La aparicion frecuente de nuevas cepas asociadas a las diferentes especies de
quirdpteros en los diferentes paises del Continente Americano demuestra que aln existen
muchos vacios en el conocimiento de este grupo taxonémico, por lo que las asociaciones
epidemioldgicas y filogenéticas han sido muy controversiales (Barnabé et al. 2003, Sato et
al. 2008, Breniere y Waleckx 2009, Cottontail et al. 2014).
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2. Justificacion

Los cambios ambientales provocados por las actividades humanas pueden incidir en
la presencia o ausencia de las diferentes especies de murciélagos en determinados sitios.
Costa Rica tiene gran diversidad de murciélagos, pero se desconoce si estos mamiferos

voladores alojan tripanosomatidos causantes de enfermedades.

Ademas, se desconocen las caracteristicas macroambientales de los sitios donde se
han capturado murciélagos que alojan tripanosomatidos, lo cual es importante investigar para
conocer las posibles variables que podrian estar favoreciendo la presencia de estos
microorganismos en estos mamiferos voladores. El estudio integrado de las caracteristicas
macroambientales, los parasitos y los murciélagos hospedadores contribuira a entender

aspectos de la ecoepidemiologia de la tripanomiasis y la leishmaniasis en nuestro pais.

Por otra parte, es importante caracterizar molecularmente las especies de Leishmania
y Trypanosoma encontrados en murciélagos para analizar posibles relaciones filogenéticas y
origenes de estos parasitos, como parte esencial de la epidemiologia de las enfermedades. De
detectar tripanosomatidos en murciélagos, la caracterizacion molecular y el andlisis
filogenético permitiria establecer relaciones filogeogréficas y filoespecificas entre las
secuencias de los parasitos aislados en estos mamiferos en Costa Rica con las secuencias de

tripanosomatidos de otros paises.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

e Identificar parasitos de la familia Trypanosamatidae en murciélagos generalistas de
Costa Rica, para analizar posibles relaciones ecoepidemiolégicas, describiendo
los sitios de captura, caracteristicas del huésped y caracteristicas moleculares de
los parésitos.

3.2 Objetivos especificos

eDeterminar la presencia de Leishmania spp. y Trypanosoma spp. en sangre de
murciélagos de los géneros Carollia spp., Glossophaga spp., Artibeus spp. y

Sturnira spp. para verificar si son portadores de estos microorganismos.

e Describir las caracteristicas del huésped y las macroambientales de los sitios de
captura de murciélagos para analizar posibles asociaciones con los individuos

positivos y negativos a hemoflagelados.

eRealizar la caracterizacion molecular de los parasitos de Leishmania y
Trypanosoma para confirmar las especies e identificar sus relaciones

filogeogréficas y filoespecificas.
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Descripcion de caracteristicas del hospedero y caracteristicas macroambientales de
sitios de captura de murciélagos con presencia de hemoflagelados de Leishmania spp.

y Trypanosoma spp. en Costa Rica.

Hemoflagelados de los géneros Leishmania y Trypanosoma en murciélagos han
sido reportados en diferentes regiones geogréficas del mundo. En Costa Rica no hay
estudios actualizados de estos parasitos ni de las caracteristicas del hospedero y las
macroambientales, lo cual es importante de realizar para comprender las posibles
interacciones entre murciélagos y el ambiente. El presente estudio describe las
caracteristicas de los murciélagos y las macroambientales de sitios de captura de
murciélagos generalistas de Costa Rica en 11 localidades distintas de cinco provincias de
Costa Rica entre los meses de junio 2013 a agosto 2014. Se obtuvo un total de 98 muestras
de sangre de murciélagos, las cuales fueron analizadas mediante PCR para la deteccion de
presencia de parasitos de Leishmania spp. y Trypanosoma spp.; a la vez, se describe las
caracteristicas de los murciélagos positivos a estos hemoflagelados. Cuatro muestras de las
98 resultaron positivas para Leishmania spp. (4.08%) y nueve para Trypanosoma spp.
(9.18%). El analisis de modelos estadisticos de las caracteristicas de los sitios de captura y
las del hospedero no mostré asociacion fuerte entre las variables evaluadas y la presencia
de hemoflagelados en las especies de murciélagos en estudio. Sin embargo, el peso del
murciélago y la precipitacion se anotan como posibles variables relacionadas con la
presencia de estos tripanosomatidos, por lo que se recomienda incluirlas en futuros estudios
con un mayor nimero de muestras o nuevos modelos de andlisis de variables consideradas
influyentes. Se reporta por primera vez la presencia de Leishmania spp. y Trypanosoma
cruzi en murciélagos generalistas de Costa Rica Yy se confirma la presencia de T. minasense

en estos mamiferos voladores.

Palabras clave: caracteristicas macroambientales, Costa Rica, hemoflagelados, hospedero,

Leishmania, Murciélagos, Trypanosoma.
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Host and macroenvironmental characteristic description from capture sites
and the hemoflagellates Leishmania spp. and Trypanosoma spp. present in bats

in Costa Rica

Hemoflagellates from the genera Leishmania and Trypanosoma have been reported
in bats from several geographic regions of the world. In Costa Rica, there are no recent
studies from these parasites or the host and macroenvironmental characteristic which is
important in order to understand possible bat/environment interactions. The present study
describes bat and macroenvironmental characteristics from capture sites of generalistic
bats. We captured the bats in, in 11 localities from five provinces of Costa Rica, between
June 2013 and August 2014. A total of 98 blood samples from bats were analyzed by PCR
in order to detect Leishmania spp. and Trypanosoma spp.; both describes characteristics of
bats positive to hemoflagellates. Four of the 98 samples were positive to Leishmania spp.
(4.08%) and nine samples were positives to Trypanosoma spp. (9.18%). Statistical analysis
from the capture sites and host characteristics did not showed strong association beetwen
evaluated variables and the presence of tripanosomatides. Thus is recomended to include
them in future studies with higher sample numbers or new variable models analysis that are
considered influential. It is reported for the first time Leishmania spp. and Trypanosoma
cruzi in generalistic bats and it is confirmed the presence of T. minasense in these species

of mamals.

Key words: bats, Costa Rica, host, hemoflagellates, Leishmania, macroenvironmental

characteristics, Trypanosoma.

25



Introduccion

Los quirdpteros constituyen uno de los grupos de mamiferos méas exitosos debido a
que poseen un conjunto de adaptaciones morfoldgicas, fisioldgicas y etoldgicas asociadas a
una serie de cambios evolutivos que han ocurrido a través de millones de afios (Laval y
Rodriguez-Herrera 2002). Dada su elevada riqueza especifica y caracteristicas ecologicas,
han sido considerados como bioindicadores de los ecosistemas (Fenton et al. 1992, Kalko et
al. 1998). Es por esto que el andlisis de las variaciones en la diversidad de especies presentes
en un sitio y las diferentes maneras en que los murciélagos tropicales explotan los recursos
tréficos, hacen que este grupo ofrezca una amplia vision de la "salud" de un ecosistema
(Fenton et al. 1992). Se ha demostrado que los murciélagos son significativamente mas
diversos en sitios no perturbados que en los perturbados y se han asociado grupos
taxondmicos (principalmente subfamilias) de acuerdo al grado de perturbacion de los
ecosistemas (Galindo-Gonzalez 2007). Especies raras y con altos requerimientos de hébitat
especializado son particularmente susceptibles a la fragmentacion, y en muchos casos
intolerantes a los sitios abiertos, por lo cual ante la presencia de areas altamente alteradas se
convierten en zonas inhdspitas para el desarrollo normal de estas especies, a tal grado que
provoca la reduccién de las poblaciones e incluso la extincion local de especies (Galindo-
Gonzélez 2007). Ademas de esta asociacion entre la presencia de grupos taxondmicos
especificos y el tipo de ecosistema asociado, existen murciélagos denominados generalistas,
los cuales aprovechan los recursos disponibles en todo el paisaje, pueden realizar cambios de
dieta segun disponibilidad de recursos y por ende se benefician de los cambios en los

ecosistemas y contribuyen a su vez a enriquecerlos (Mena y Medellin 2010).

Es poca la informacion disponible sobre el estado de salud y microorganismos en
murciélagos. Se han reportado diferentes especies microorganismos infecciosos (Wang et
al. 2006, Calisher et al. 2008, Lima et al. 2008, Muhldorfer 2013) asi como no infecciosos
para los seres humanos (Ewers 1974, Marinkelle 1977, Brun et al. 1998). Destacan como
parte de los agentes parasitarios los hallazgos de tripanosomatidos en murciélagos, los
cuales han sido encontrados tanto en especies de Africa (Kassahun et al. 2015), como en las

que habitan en el Neotrépico (Lima et al. 2008, Savani et al. 2010, Shapiro et al. 2013).
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En Africa, Kassahun et al. (2015) reportaron la presencia de Leishmania tropica y
Leishmania major, conocidos agentes causantes de leishmaniasis cutanea, en 8 de 163
muestras de bazo de murciélagos evaluados mediante la prueba de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Este constituye el primer reporte de infeccidn natural de estas especies de

Leishmania en murciélagos de esa region.

Por otra parte, en América, se ha reportado la presencia de diferentes especies de
Leishmania en murciélagos generalistas de distintas zonas geograficas; por ejemplo, en
Venezuela se detectd, mediante técnicas moleculares, la presencia de Leishmania chagasi -
conocido agente causal de leishmaniasis visceral y cutanea- en Europa y en América- en
sangre de un murciélago Carollia perspicillata, de la cual se obtuvieron resultados positivos
tanto en el hemocultivo como en la PCR, lo que lo convirtié en el primer reporte para
Leishmania en murciélagos de la region (Lima et al. 2008). En Brasil, mediante las pruebas
de imunofluorescencia indirecta y de PCR, se ha demostrado la presencia de los agentes
Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis y Leishmania infantum en especies de
murciélagos generalistas que habitan en zonas donde la Leishmania es considerada endémica
(Savani et al. 2010, Shapiro et al. 2013). Como parte de las investigaciones en Brasil se
destaca el estudio realizado por Savani et al. (2010), quienes tras el analisis con la PCR de
659 muestras de sangre Yy tejidos de bazo e higado de murciélagos detectaron una prevalencia
de 2.7% de L. amazonensis en murciélagos de nueve especies distintas, dentro de las que se
encontraron Glossophaga soricina, Artibeus lituratus y Sturnira lillium, todas ellas comunes
en nuestro pais (Laval y Rodriguez 2002). También sobresale en Brasil el estudio realizado
por Shapiro et al. (2013), quienes mediante el analisis por PCR de muestras de piel, higado y
sangre de cinco murciélagos de Matto Grosso do Sul, realizaron el primer reporte de
presencia de L. braziliensis en estos mamiferos. Es importante resaltar que en este estudio los
especimenes que mostraron resultados positivos correspondieron a individuos de las especies
generalistas Glossophaga soricina y Molossus molossus, capturados en una zona boscosa y
una urbana, respectivamente. Asi mismo, murciélagos de las especies A. lituratus, G.
soricina y M. molossus, reportados con hallazgos positivos de Leishmania spp. son gregarios
y cuelgan comunmente en edificios, puentes y techos de las casas, por lo que comparten

espacios frecuentados por seres humanos (Laval y Rodriguez 2002).
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A pesar de los hallazgos de la presencia de especies de parasitos causantes de la
leishmaniasis en las distintas especies de murciélagos, aun se desconoce el rol que
desempefian estos mamiferos en el ciclo de transmision de los agentes causales de la
enfermedad (Lima et al. 2008, Shapiro et al. 2013) y si existe alguna afectacion para el

murciélago ante la presencia de la Leishmania en su organismo (Cottontail et al. 2009).

Por otra parte, la presencia de Trypanosoma spp. en los murciélagos fue reconocida
desde el siglo anterior (Hoare 1972) y ha continuado siendo objeto de estudio por parte de
investigadores en vida silvestre en los Gltimos afios (Cottontail et al. 2009). Trypanosoma
cruzi, agente causal de la tripanosomiasis americana o mal de Chagas, ha sido reportado
infectando murciélagos de Panama (Cottontail et al. 2009, Cottontail et al. 2014). Otra
especie de tripanosomatido asociada a los murciélagos del Neotrépico es Trypanosoma
evansi, la cual ha sido asociada con Desmodus rotundus, considerandose a este vampiro
como especie transmisora de dicho agente (Brun et al. 1998). A esto se suma la investigacion
de Silva-lturriza et al. (2013) quienes reportan la presencia de T. evansi en murciélagos
nectarivoros de la especie Leptonycteris curasoae en Venezuela. Asi mismo, en Bolivia se
aislaron por hemocultivo tripanosomatidos T. cruzi marinkellei y Trypanosoma dionisii a
partir de murciélagos de la especie Carollia perspicillata capturados en las zonas de
Carrasco Tropical de Cochabamba (Torrico et al. 2013). Al igual que en el caso de la
leishmaniasis, la participacion de los murciélagos en el ciclo de transmision de los parasitos

de Trypanosoma es aun desconocido.

En cuanto a la presencia de hemoflagelados en murciélagos de Costa Rica,
Unicamente existen reportes de presencia de Trypanosoma vespertiolionis en cinco
individuos de murciélagos Glossophaga soricina capturados en Santa Ana, provincia de San
José (Zeledon y Vieto 1957) y Trypanosoma leonidasdeanei en un individuo de Saccopteryx
bilineata, un murciélago insectivoro que habitaba en Guapiles, provincia de Limon (Zeledon
y Rosabal 1969). No se ha reportado hasta el momento la presencia Leishmania spp. ni T.

cruzi en murciélagos de nuestro pais.
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Las investigaciones asociadas a la tematicas de Leishmania spp. y Trypanosoma spp.
en murciélagos se han enfocado principalmente en la deteccion de dichos agentes, mientras
que los estudios que evaluan las caracteristicas ambientales o factores ecoldgicos asociados
con la presencia de estos hemoflagelados son muy limitados. En Panama, Cottontail y
colaboradores (2009) realizaron una investigacion en la cual, ademés de establecer la
presencia de T. cruzi en los murciélagos, demostraron que la incidencia de este
hemoflagelado era mayor en los capturados en los fragmentos aislados de bosque que en los
murciélagos de bosque continuo. Los autores atribuyeron esta variacion en la incidencia a
cambios en la cobertura vegetal, la cual influye en la distribucién y abundancia de los
vectores de Trypanosoma spp. (Cottontail et al. 2009). Posteriormente, en México, Viquez-
Rodriguez (2015) evalud la existencia de un patron de prevalencia de Leishmania spp. y
Trypanosoma spp. de acuerdo a las condiciones de habitat (perturbado y conservado), sin
obtener resultados concluyentes. Ambos autores sugirieron realizar nuevas investigaciones

considerando factores ecoldgicos a nivel local.

Siendo Costa Rica un pais endémico para la leishmaniasis cutanea (Jaramillo-
Antillon et al. 2009) y para la enfermedad de Chagas (Zeleddn et al. 1975), es importante
conocer si los murciélagos pueden alojar estos hemoflagelados y si existe alguna relacion
entre las caracteristicas del hospedero y sus sitios de captura. Esta informacién es importante
para identificar posibles variables ambientales y del huésped que podrian asociarse a la
presencia o0 ausencia de dichos parasitos en estos mamiferos. El presente estudio pretende
describir el hallazgo de hemoflagelados en murciélagos de las especies Carollia spp.,
Glossophaga spp., Artibeus spp. y Sturnira spp., las caracteristicas macroambientales de los
sitios de captura y una posible relacion con la presencia de especies de Leishmania spp. y

Trypanosoma spp. en sangre.

Metodologia

Tipo de estudio y disefio de muestreo

Se realiz6 un estudio observacional, transversal, de tipo descriptivo mediante un

muestreo aleatorio de murciélagos en bordes de bosque y zonas boscosas en regeneracion,
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tanto de fincas privadas como en zonas protegidas del Sistema Nacional de Areas de
Conservacion (SINAC).

Sitios de captura de murciélagos

El muestreo se realizo en 11 sitios de ocho localidades, ubicados en diferentes
partes del pais. Entre ellas se incluy6 el cantdén de Gudpiles, sitio donde se habia reportado
la presencia de T. leonidasdeanei en murciélagos (Zeledon 1969), asi como cuatro zonas
endémicas para Leishmania spp. y sitios en los que no se habian reportado casos de
leishmaniasis en humanos en los Gltimos afios (periodo 2014-2014). ElI muestreo en las
zonas endémicas para leishmaniasis se realiz6 en Talamanca (Reserva Kekoldi 9°38°16"'N,
82°47°47"W), Turrialba (Reserva Waglelia 9°56°45"'N, 83°41°24""W), Puerto Viejo
Sarapiqui (Reserva Pozo Azul 10°23°56"°N, 84°07°41°W,; Finca Starke 10°26°19"'N,
84°00°02” "W y Ara Ambigua 10°27°22°°N, 84°01°32°W) y Guapiles (Finca Corbana
10°09°52""N, 83°46°33"W), y el muestreo de sitios no endémicos en las localidades de
Navarro en Orosi (9°49°33"N,83°52°37""W), Parque Nacional (P.N.) Tapanti (9°46"52""N,
83°48°44"W), P.N. Carara (9°46°48"'N, 84°36"19""W), P.N. Santa Rosa (10°50°04""N,
85°36°43"W) y P.N. Barra Honda (10°11"14""N, 85°19°07""W).

El muestreo se realiz6 en el marco del Proyecto “Murciélagos como bioindicadores
de agentes infecciosos: hongos, virus y parasitos” de la Escuela de Medicina Veterinaria de
la Universidad Nacional de Costa Rica, por lo que cont6é con los permisos del Comité de
Bioética de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, CONAGEBIo
(Expediente 163) y SINAC.

Captura de murciélagos, manipulacion, identificacién y toma de muestras de sangre

En cada uno de los sitios de muestreo se colocaron cuatro redes de niebla japonesas
tipo BWF 50diner/ 2ply, con abertura de malla de 1-1/2 y con dimensiones 12m de largo x
2,5m de ancho, ubicadas a nivel del suelo, las cuales se activaron durante una o dos noches,
entre las 18:00 y las 22:00 horas, hasta completar el nUmero de capturas esperado por sitio
(entre 12 y 20 individuos). Durante las horas de muestreo, las redes fueron revisadas cada 20

minutos para la liberacion de los individuos capturados.
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Caracteristicas de los murciélagos y toma de muestra de sangre.

Una vez capturados, los individuos se identificaron taxondmicamente hasta el nivel
de especie con base en caracteres taxondmicos externos propuestos por Timm et al. (1999) y
Laval y Rodriguez (2002). Posteriormente se determiné el peso, el sexo (macho, hembra), la
condicion reproductiva (clasificados como animal inactivo o animal activo que incluye
animales en gestacion, lactacion y machos activos) y grupo etario (adultos o juveniles). Las
hembras que se determinaron en estado de gestacion fueron liberadas inmediatamente
(criterio de exclusién), a fin de evitar condiciones de estrés que pudieran tener repercusiones

en el estado de salud del animal.

Con el fin de garantizar la bioseguridad de las personas que manipularon los
murciélagos, se utilizaron guantes de latex, ademas mascarillas, para disminuir el riesgo de

transmision de agentes de animal a humano y viceversa por via inhalatoria.

Posterior a la identificacion y a la toma de las caracteristicas biométricas de cada
individuo, se procedi6 a tomar la muestra de sangre de la vena del propatagio o de la vena
del area del patagio, mediante puncion venosa con agujas de calibre 27 ¢ 30, siguiendo el
protocolo utilizado por Schinnerl et al. (2011). En ninguna ocasion la muestra de sangre
excedio el 1% de la masa corporal del individuo y en todos los casos se realizd hemostasis
por medio de la aplicacion de presion con torundas de algodén, humedecidas con etanol al
70%. Al finalizar la toma de la muestra se evalué la condicion del murciélago, se le

suministrd una solucién alta en glucosa via oral y se liberd.

Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos mini collect con EDTA (1ml) y
almacenadas en una hielera a baja temperatura (aprox. 4°C), hasta su transporte a la Escuela
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (EMV-UNA), en donde se congelaron a
-20°C. A cada muestra se le asign6 un ndmero consecutivo, que fue el codigo de

identificacion que se utilizo a lo largo de toda la investigacion.

31



Deteccion molecular de Leishmania spp. y Trypanosoma spp. mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de la sangre de los murciélagos se efectué mediante la
utilizacion del kit comercial QIAGEN, QlAamp® DNA Investigator (QIAGEN, Crawley,

UK), siguiendo el protocolo propuesto por la casa comercial.

PCR para deteccion de Leishmania spp. y Trypanosoma spp.

Se realizé el PCR para los géneros Leishmania spp. y Trypanosoma spp. a las
muestras de sangre de los murciélagos capturados. Para el caso de Leishmania spp. se llevé a
cabo un PCR convencional utilizando el protocolo descrito por Medeiros et al. (2002)
quienes utilizaron un set de primers denomimados 13A y 13B, el cual amplifica un segmento
de 120 pb que corresponde a una region conservada del ADN del cinetoplasto, especifico
para Leishmania spp. La secuencia de los iniciadores fue la siguiente: 13A: (5’-GTG GGG
GAG GGG CGT TCT - 3°) y 13B: (5’-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT - 3°). Dichos
cebadores se citan en la literatura y su utilidad para la amplificacion del agente en estudio ha
sido comprobada previamente (Medeiros et al. 2002, Morales-Cortendano 2012). Para la
deteccion de Trypanosoma spp. se realizé una PCR tipo anidado siguiendo el protocolo
descrito por Savani et al. (2005), quienes utilizaron los sets de primers S4 (5’-GAT CCA
GCT GCA GGT TCA CC- 3’) y S12 (5’-GGT TGA TTC CGT CCA CGG AC- 3’), que
amplifica un segmento de 540pb del gen 18S ADNr y el set de primers S17 (5-CCA AGC
TGC CCA GTA GAAT-3') y S18 (5'-TCG GGC GGA TAA AAC ACC-3'), que amplifica

un segmento de 490 pb del mismo gen. (Savani et al. 2005).

Como controles positivos se utilizaron muestras de ADN purificados a partir de las
cepas de Leishmania panamensis, L. brazilensis y L. chagasi, donados por el Dr. Azael
Saldafa, Departamento de Parasitologia, Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la
Salud, Panam4; y muestras de ADN de T. cruzi aislados de Triatoma dimidiata, donadas por
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el Laboratorio de Zoonosis, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional. Como

control negativo se utiliz6 agua.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa y pruebas moleculares especificos

La separacion de los productos de ADN se realiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%, en TBE 1X (Tris Base, acido bérico, EDTA, pH8, 0,5 M) tefiidos con Gel
Red™ Nucleic Acid Gel Strain y corridos a 90 V durante 30 minutos y la visualizacion de
los productos amplificados se efectud en un transiluminador UV BioDoc-it Imagine System.
El tamafio de las bandas se estim6 por comparacion con el marcador de peso molecular
GenRuler 100 pb DNA lader Plus (Fermentas®) y las muestras que evidenciaron productos
de tamafios 120pb y 490pb se consideraron como positivos para Leishmania spp. y
Trypanosoma spp., respectivamente. Los productos positivos para Trypanosoma spp. se
enviaron a secuenciar a MACROGEN®, Korea con el fin de confirmar los resultados e

identificar el agente a nivel de especie.

Descripcion de caracteristicas macroambientales y caracteristicas de hospedero

Inicialmente se procedid a la creacion de una base de datos en QGIS (QGIS 2.18,
Las Palmas), en la que se incluyo la informacion asociada a cada murciélago muestreado.
Dicha base de datos incluyé campos numéricos para la inclusién de las coordenadas de cada
sitio de muestreo en grados decimales (latitud y longitud), ocho digitos (dos enteros y seis
decimales) por variable. La ubicacidn geografica de cada sitio de muestreo se determind con
un GPS (Marca GARMIN) ubicado en el punto central en donde se colocaron las cuatro
redes de niebla. Ademas, se incluyeron como parte de la base de datos campos de texto de
tamano variable para la insercion de los datos correspondientes a las especies de murciélagos
capturados, las caracteristicas de hospedero (sexo, peso, grupo etario, condicion
reproductiva), la presencia/ausencia de hemoflagelados en sangre y el nombre del agente
identificado en cada individuo.

Para la descripcion de las caracteristicas macroambientales de los sitios de captura

se procedio a la creacion de mapas en los que se sobrepuso los valores de la base de datos en
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QGIS con las capas tematicas del Atlas Digital de Costa Rica (ITCR, 2014) de: Uso de suelo
(ITCR, afio: 2013, fuente: hojas 1:200000 de Sistema de clasificacion: Soil Taxonomy,
USDA); Cobertura vegetal (ITCR, afio: 1998, fuente: hojas 1:200000 de Imagenes Landsat);
Precipitacion media (mm) (ITCR, afio: 2011, fuente: hojas Atlas climatoldgico Instituto

Metereol6gico Nacional); y Temperatura media (°C) (ITCR, afio: 2011, fuente: hojas Atlas

climatoldgico Instituto Metereoldgico Nacional).

La eleccion de capas se efectud considerando las variables evaluadas por Rodriguez
(2013), quien las selecciond segin la ecologia de cada una de las especies de los
murciélagos, para la confeccién de modelos de distribucion de quirdpteros en Costa Rica.

Todas las capas se proyectaron en Costa Rica CRTMO05, datum WGS84, escala
1:200.000, con cobertura a nivel nacional (Atlas 2014), lo que obligd a colocar los datos de
ubicacion de los sitios de captura de los murciélagos en la misma proyeccion para permitir

la sobreposicion de las capas.

Con base en la escala de trabajo, la Unidad Minima Cartografiable fue de 40 metros,
calculada como:

Minima Unidad Cartografiable = LPV x Escala

Minima Unidad Cartografiable = 0.2mm: 40 metros.

Escala= 1cm: 200.000 cm
Lpv= Limite de percepcidn visual del ojo (0.2mm)

El &rea evaluada para la descripcion de las caracteristicas macroambientales
correspondio a un area circular definida por un radio variable con punto central en cada uno
de los sitios de captura. La medida del radio que limita el area de estudio se estimé segun el
ambito de hogar de los murciélagos, establecido para cada género de murciélago en la
literatura cientifica: radio de 5 km para el genero Artibeus spp. (Morrison 1979), 1.0 km para
el género Glossophaga spp.; 2.5 km para el género Carollia spp. (Bernard y Fenton 2003) y
1,0 km para el género Sturnira spp. (Loayza y Loiselle 2008).
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Dichas areas fueron sobrepuestas con las capas tematicas evaluadas, utilizando
comandos de interseccion de temas de la extension geoprocesadora de QGIS y la extension
Spatial Analyst (Qgis 2.18, Las Palmas).

Cada sitio fue descrito por la combinacion de las caracteristicas macroambientales que
lo representaron, de manera tal que la descripcién de un sitio incluyd los valores promedio de
temperatura, precipitacion, cobertura y uso de suelo, segun el valor predominante en el area
evaluada (ITCR, 2014).

Analisis de datos

La interpretacion de los mapas se complemento con el analisis de regresion mdaltiple
para eventos raros que evalUa la relacién entre las caracteristicas de hospedero (sexo, peso,
grupo etario, condicion reproductiva), las caracteristicas macroambientales de los sitios de
captura (variables independientes) y los hallazgos moleculares de presencia/ausencia de
Leishmania spp. y Trypanosoma spp. en las diferentes especies de murciélagos evaluados
(variables dependientes). La regresion mdltiple para eventos raros se realizO mediante la
generacion de Modelos Lineales Generalizados (GLM, por sus siglas en inglés), funcion
Relogit. Dichos modelos permiten la seleccion y medicién del tamafio del efecto o grado de
afectacion de las variables explicativas en presencia/ausencia de los paréasitos en estudio.
Para la seleccion del (de los) modelo (s) de mejor ajuste se utilizaron los criterios de
informacion de Akaike (AIC) como medida de calidad y el Peso de Akaike como medida de
seleccion del modelo de mejor aproximacion. Todos los andlisis estadisticos se realizaron

con ayuda del software R 3.2.0 (R Development Core Team 2016).

Resultados

En las 11 localidades muestreadas se captur6 un total de 194 murciélagos
generalistas. De dichos murciélagos se logrd obtener un total de 98 muestras de sangre de
diferentes especies, en su mayoria, de los géneros Carollia, Artibeus, Sturnira y

Glossophaga (cuadro 1.1).
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Cuadro 1.1 Especies de murciélagos muestreados en 11 sitios de las provincias de Limon,

Heredia, Puntarenas, Guanacaste y Cartago de Costa Rica.

Sitio de Localidad Ubicacién Especie capturada (nimero de individuos
recoleccion muestreados)
Carollia perspicillata (2)
1 Finca Starke Puerto Viejo de Carollia castanea (1)
Sarapiqui, Heredia Carc_)llia sowell! Q)
Platyrrhinus. helleri (1)
Artibeus jamaicensis (6)
2 Pozo Azul Puerto Viejo de Carollia sowelli (3)
Sarapiqui, Heredia Sturnira lillium (1)
Artibeus jamaicensis (5)
3 P.N. Carara Cantén Garabito, Artibeus lituratus (1)
Puntarenas Carollia sowelli (5)
Pteronotus parnelli (2)
Tonatia silvicola (1)
Artibeus jamaicensis (1)
4 P. N. Barra Honda Cantén de Nicoya, Centurio senex (1)
Guanacaste Trachops cirrosus (1)
Pteronotus parnelli (12)
Artibeus aztecus (1)
5 P. N Tapanti Orosi, Cartago.
Carollia perspicillata (5
6 P.N. Santa Rosa Canton de Liberia Carollia sowelli (3)
Guanacaste
Carollia sowelli (2)
7 Finca Corbana Cant6n de Guaépiles, Glossophaga soricina (2)
Limon.
Artibeus jamaicensis (1)
Artibeus lituratus (1)
8 Hacienda Navarro Orosi, Cartago. Carollia sowelli (4)
Glossophaga soricina (2)
Sturnira lillium (4)
Peropteryx kappleri (1)
Pteronotus parnelli (5)
Artibeus lituratus (2)
9 Kekoldi Talamanca Cantén de Talamanca, Carollia sowelli (4)
Limén Dermanura spp. (2)
Carollia castanea (4)
10 Reserva Wagelia Cant6n de Turrialba, Carollia sowelli (2)
Cartago Dermanura spp. (2)
Artibeus jamaicensis (2)
11 Hotel Ara Ambigua  La Virgen de Sarapiqui, Carollia perspicillata (2)

Heredia

Carollia castanea (2)
Carollia sowelli (1)
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Deteccién molecular de Leishmania spp. y Trypanosoma spp. mediante PCR.

Se extrajo el ADN al total de las 98 muestras de sangre de murciélagos, los cuales
fueron analizadas mediante pruebas de PCR especificas para el género Leishmania spp. y
Trypanosoma spp. Se identificd Leishmania spp. en cuatro de las 98 muestras para una tasa
de infeccion de 4.08%. El detalle de la especie, los sitios de captura y las caracteristicas de

los individuos determinados con Leishmania spp. se muestran en el cuadro 1.2.

Cuadro 1.2 Especies de murciélagos, sitios de captura y caracteristicas de los individuos

positivos a Leishmania spp. mediante PCR.

Especie de Sitio de captura Resultado PCR Sexo Peso (g) Grupo etario Condicion
murciélago (cebadores 13Ay (juvenil/adulto) reproductiva
13B)
Artibeus jamaicensis P.N. Barra Honda, Leishmania spp. Hembra 50 Adulto Inactivo
Guanacaste
Artibeus lituratus Reserva  Kékoldi, Leishmania spp. Hembra 345 Adulto Activo
Talamanca Limén
Sturnira lillium Navarro-Orosi, Leishmania spp. Macho 22 Adulto Activo
Cartago
Carollia castanea Waglelia Turrilaba, Leishmania spp. Hembra 13 Adulto Inactivo
Cartago

Del total de las 98 muestras de ADN de sangre de los murciélagos sometidas a la
prueba de PCR anidada, para el género Trypanosoma spp. con el set de iniciadores S4 /S12 y
S17/S18, se obtuvo un total de 9 (9.18%) muestras positivas a dicho agente. Los nombres de
las especies, los sitios de captura y las caracteristicas de los individuos que se determinaron

con presencia de Trypanosoma spp. se detallan en el cuadro 1.3.
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Cuadro 1.3 Especies de murciélagos, sitios de captura y caracteristicas de los individuos
positivos a Trypanosoma spp. mediante PCR

Especie de Sitio de captura Resultado PCR Sexo Peso (g) Grupo etario Condicion
murciélago (cebadores S4 'y (juvenil/adulto)  reproductiva
S12 B)
Carollia perspicillata Finca Starke, Trypanosoma spp. Hembra 40 Adulto Inactivo

Sarapiqui, Heredia

Artibeus jamaicensis Pozo Azul, Trypanosoma spp. Macho 49 Adulto Inactivo

Sarapiqui, Heredia

Artibeus jamaicensis P.N. Carara, Trypanosoma spp. Hembra 48.5 Adulto Inactivo
Puntarenas

Glossophaga soricina Guapiles, Limon Trypanosoma spp. Hembra 11 Adulto Inactivo

Carollia sowelli Reserva Kékoldi, Trypanosoma spp. Hembra 18 Adulto Activo

Talamanca, Limon

Glossophaga soricina Navarro-Orosi, Trypanosoma spp. Macho 12 Adulto Inactivo
Cartago
Carollia sowelli P.N. Carara, Trypanosoma spp. Hembra 18 Adulto Inactivo
Puntarenas
Artibeus jamaicensis Finca Ara Ambigua, Trypanosoma spp. Hembra 48 Adulto Activo

Sarapiqui, Heredia

Carollia sowelli Pozo Azul, Trypanosoma spp. Macho 20.5 Adulto Inactivo

Sarapiqui, Heredia

Analisis moleculares especificos: secuenciacion

De las nueve muestras positivas a Trypanosoma se logré identificar Trypanosoma
cruzi en tres de las 98 analizadas (3.06%) y Trypanosoma minasense, en tres de las 98
analizadas (3.06%). En las tres restantes no se logro identificar la especie de tripanosomatido
aislado, por lo que el resultado se muestra como Trypanosoma spp. En el cuadro 1.4 se
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muestran las especies de murciélagos positivos a estos tripansomatidos, asi como los sitios

de captura.

Cuadro 1.4 Especies de murciélagos, sitios de captura y especie de tripanosomatido

identificado mediante secuenciacion.

Especie de murciélago Sitio de captura Resultado secuenciacion
Carollia perspicillata Finca Starke, Sarapiqui, Heredia Trypanosoma cruzi
Artibeus jamaicensis Pozo Azul, Sarapiqui, Heredia Trypanosoma cruzi
Artibeus jamaicensis P.N. Carara, Puntarenas Trypanosoma cruzi
Glossophaga soricina Guapiles, Limon Trypanosoma minasense

Carollia sowelli Reserva Kékoldi, Talamanca Trypanosoma minasense
Glossophaga soricina Navarro-Orosi, Cartago Trypanosoma minasense
Carollia sowelli P.N. Carara, Puntarenas Trypanosoma spp.

Artibeus jamaicensis Ara Ambigua, Sarapiqui, Heredia Trypanosoma spp.
Carollia sowelli Pozo Azul, Sarapiqui, Heredia Trypanosoma spp.

En el caso de las muestras positivas a Leishmania spp. no pudieron ser enviados a
secuenciar dado que el producto amplificado por los primers utilizados fue de una longitud

muy reducida (120pb).

Descripcion de caracteristicas macroambientales y caracteristicas del hospedero

Para la descripcion de las caracteristicas macroambientales de los sitios de captura
de murciélagos con muestras de sangre positivas a Leishmania y Trypanosoma se
generaron dos mapas en Qgis 2.4.0. (Figura 1.1 y Figura 1.2).

El primer mapa (Figura 1.1) muestra la distribucion de las areas de amortiguamiento
anexa a cada punto en los que se detectd la presencia Leishmania spp. en murciélagos
intersecadas con las capas de uso de suelo, cobertura vegetal precipitacién media (mm) y

temperatura media (°C), mediante la extension geoprocesadora de Qgis.
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Figura 1.1 Distribucién de &mbitos de hogar de murciélagos positivos a Leishmania spp.

Las caracteristicas del hospedero y las caracteristicas macroambientales del area

asociada a cada muestra de sangre de murciélago positiva a Leishmania spp. se describen

como casos numerados a continuacion:

Caso Leishmania 1. Se detect6 la presencia de Leishmania spp. en un murciélago de la

especie Artibeus jamaicensis, adulto, hembra, inactivo, peso 50 g, capturado en el Parque

Nacional Barra Honda, Nicoya Guanacaste. EI ambito de hogar se describe con cobertura

vegetal forestal y uso de suelo de bosque secundario y tacotales, rodeados de charrales y

pastos, una temperatura media anual mayor a los 28°C y precipitacion media anual de 1500-

2000mm.

Caso Leishmania 2. Se detect6 la presencia de Leishmania spp. en un murciélago de la

especie Artibeus lituratus, adulto, hembra, activo, peso 34.5 g, capturado en la Reserva
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Kékoldi en Talamanca, Limoén. El ambito de hogar se describe con cobertura vegetal en su
mayoria forestal con uso de suelo de bosque natural e intervenido, una temperatura media

anual comprendida entre los 26 y los 28°C y precipitacion media anual de 3000-4000 mm.

Caso Leishmania 3. Se detect6 la presencia de Leishmania spp. en un murciélago de la
especie Sturnira lillium, adulto, macho, activo, peso 22 g, capturada en la Finca Navarro en
Orosi, Cartago. EI ambito de hogar se describe con cobertura de tipo forestal, agricola y
urbana, con cultivos permanentes de café y bosque secundarios, una temperatura media anual

comprendida entre los 18 y los 20°C y precipitacion media anual de 1500-2000 mm.

Caso Leishmania 4. Se detecto la presencia de Leishmania spp. en un murciélago de la
especie Carollia castanea, adulto, hembra, inactivo, peso 13 g, capturada en la reserva
Wagelia, Turrialba, Cartago. EI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal en su
mayoria de tipo forestal con uso de suelo de bosque natural y cultivos permanentes, una
temperatura media anual comprendida entre los 18 y los 22°C y precipitacion media anual de
3000-4000 mm.

El segundo mapa (Figura 1.2) muestra la distribucion de las areas de amortiguamiento
anexa a cada punto en los que se detectd la presencia Trypanosoma spp. en murciélagos,
intersecadas con las capas de uso de suelo, cobertura vegetal precipitacion media (mm) y
temperatura media (°C), mediante la extension geoprocesadora de Qgis.

Las caracteristicas del hospedero y las caracteristicas macroambientales del area
asociada a cada muestra de sangre de murciélago positiva Trypanosoma spp. se describen

como casos numerados a continuacion:

41



86'00'00" 85'00°00" 84'00'00" 83'00°00"

' R X 3 4 10'00'00"

I G. soricina, Orost
W C. sowelli, Sarapiquil
Bl G. soricina, Guapiles % M 08'0000
Wl A. jamaicensis, Sarapiqui r
Il C. sowelli, PN, Carara
I C. perspidiliata, Sarapiqui
2 A. jamaicensis PN, Carara
Bl A. jamaicensis, Sarapiqui
Il C. sowelli, Talamanca

25 0 25 50 75 100 km

Figura 1.2 Distribucion de &mbito de hogar de los murciélagos positivos a Trypanosoma spp.

Caso Trypanosoma 1. Se detectd la presencia de T. cruzi en un murciélago de la
especie Carollia perspicillata, adulto, hembra, inactivo, peso 40 g, capturado en Finca
Starke, Puerto Viejo de Sarapiqui. EI &mbito de hogar describe con cobertura vegetal de tipo
forestal y uso de suelo de bosque secundario, una temperatura media anual comprendida

entre los 24 y los 26°C y precipitacion media anual de 3000-4000 mm.

Caso Trypanosoma 2. Se detecto la presencia de T. cruzi en un murciélago de la
especie Artibeus jamaicensis, adulto, macho, inactivo, peso 49 g, capturado en la Reserva
Pozo Azul, Puerto Viejo de Sarapiqui. EI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal
de tipo forestal y uso de suelo de bosque natural e intervenido, una temperatura media anual

comprendida entre los 24 y los 26°C y precipitacion media anual de 4000 mm.
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Caso Trypanosoma 3. Se detectd la presencia de T. cruzi en un murciélago de la
especie Artibeus jamaicensis, adulto, hembra, inactivo, peso 48.5 g, capturado en el Parque
Nacional Carara, Puntarenas. EI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal de tipo
forestal y uso de suelo de bosque natural e intervenido, rodeado de zonas con pastos y
cultivos, una temperatura media anual comprendida entre los 24 y los 28°C y precipitacion
media anual de 1500-3000 mm.

Caso Trypanosoma 4. Se detectd la presencia de T. minasense en un murciélago de la
especie Glossophaga soricina, adulto, hembra, activa, peso 11.5 g, capturado en el Bananera
Corbana, Guapiles. EI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal de tipo y uso de
suelo de, una temperatura media anual de 24°C y precipitacion media anual de 3000- 4000

mm.

Caso Trypanosoma 5. Se detectd la presencia de T. minasense en un murciélago de la
especie Carollia sowelli, adulto, hembra, inactiva, peso 18.5 g, capturado en la Reserva
Kékoldi en Talamanca, Limon. ElI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal en su
mayoria forestal con uso de suelo de bosque natural e intervenido, una temperatura media

anual comprendida entre los 26 y los 28°C y precipitacion media anual de 3000-4000 mm.

Caso Trypanosoma 6. Se detecto la presencia de T. minasense. en un murciélago de la
especie Glossophaga soricina, adulto, hembra, inactivo, peso 12.5 g, capturado en la Finca
Navarro en Orosi, Cartago. El ambito de hogar se describe con cobertura de tipo forestal,
agricola y urbana, con cultivos permanentes de café y bosque secundarios, una temperatura
media anual comprendida entre los 18 y los 20°C y precipitacion media anual de 1500-2000

mm.

Caso Trypanosoma 7. Se detectd la presencia de Trypanosoma spp. en un murciélago
de la especie Carollia sowelli, adulto, hembra, inactiva, peso 18 g, capturado en Parque
Nacional Carara, Puntarenas. EI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal de tipo
forestal y uso de suelo de bosque natural e intervenido, una temperatura media anual

comprendida entre los 24 y los 28 °C y precipitacion media anual de 1500-3000 mm.

Caso Trypanosoma 8. Se detectd la presencia de Trypanosoma spp. en un murciélago

de la especie Artibeus jamaicensis, adulto, hembra, inactivo, peso 48 g, capturado en la Finca
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Ara Ambigua, Puerto Viejo de Sarapiqui. El d&mbito de hogar se describe con cobertura
vegetal heterogénea y uso de suelo que incluye bosque secundario, bosque intervenido,
charrales y pastos, con una temperatura media anual comprendida entre los 24 y los 26°C y

precipitacion media anual de 4000 mm.

Caso Trypanosoma 9. Se detectd la presencia de T. cruzi en un murciélago de la
especie Carollia sowelli, adulto, macho, inactivo, peso 20.5 g, capturado en la Reserva Pozo
Azul, Puerto Viejo de Sarapiqui. EI &mbito de hogar se describe con cobertura vegetal de
tipo forestal y uso de suelo de bosque intervenido, una temperatura media anual comprendida
entre los 24 y los 26 °C y precipitacion media anual de 4000 mm.

Analisis de datos

Del analisis de regresion mdltiple para eventos raros se generé un total de 44
modelos estadisticos, 14 que relacionan las caracteristicas de hospedero (sexo, peso, grupo
etario, condicion reproductiva) con los hallazgos moleculares de presencia/ausencia de
Leishmania spp. (7) y Trypanosoma spp. (7) y los restantes 30 modelos evaluaron las
relaciones entre las caracteristicas macroambientales de los sitios de captura (variables
independientes) y los hallazgos moleculares de presencia/ausencia de los agentes antes

mencionados (15 modelos para cada agente).

En los siete modelos generados que evaluaron la relaciones entre las caracteristicas
de hospedero y la presencia de Leishmania spp. no se encontrd una asociacion fuerte entre la
presencia de dicho agente y las variables de peso, sexo o estado reproductivo (Cuadro 1.5).
El modelo de mejor aproximacion mostré una relacion débil entre el estado reproductivo y la
presencia de la Leishmania spp. (AIC = 35.26, Peso Akaike 0.16), los modelos restantes
mostraron relaciones muy débiles entre las variables evaluadas y la presencia de los parasitos

de Leishmania spp. (Peso Akaike < 0.16).
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Cuadro 1.5. Modelos de regresion logistica para eventos raros que relacionaron las

caracteristicas de hospedero y la presencia/ausencia de Leishmania spp.

Modelo? KP AlIC AlCc® w,d
Global (sexo + peso + estado) 4 36.35 0.323 0.13
Sexo 2 35.86 0.006 0.15
Estado reproductivo 2 35.26 - 0.16
peso 2 36.12 0.009 0.15
sexo + estado 3 36.04 0.141 0.14
estado + peso 3 36.09 0.142 0.14
sexo + peso 3 36.40 0.145 0.14

2 Parametros del modelo, ® Numero de parametros estimables en la aproximacion del
modelo, ¢ Diferencia de valor entre AICc del modelo actual versus el modelo de mejor

aproximacion, ¢ Peso Akaike.

De los siete modelos generados que evaluaron la relaciones entre las caracteristicas

de hospedero y la presencia de Trypanosoma spp. no se encontrd una asociacion fuerte entre

la presencia de dicho agente y las variables del hospedero evaluadas (Cuadro 1.6)

Cuadro 1.6. Modelos de regresion logistica para eventos raros que relacionaron las

caracteristicas de hospedero y la presencia/ausencia de Trypanosoma spp.

Modelo? KP AIC AICc® WA
Global (sexo + peso + estado) 4 66.53 0.351 0.12
Sexo 2 63.67 0.002 0.15
Estado reproductivo 2 63.74 0.003 0.15
peso 2 63.46 - 0.16
sexo + estado 3 65.14 0.154 0.14
estado + peso 3 65.06 0.153 0.14
Sexo + peso 3 64.97 0.152 0.14

2 Parametros del modelo, ® Numero de parametros estimables en la aproximacion del
modelo, ¢ Diferencia de valor entre AICc del modelo actual versus el modelo de mejor

aproximacion, 9Peso Akaike.

El modelo de mejor aproximacion mostro una débil relacion entre el peso y la

presencia de la Trypanosoma spp. (AIC = 63.46; Peso Akaike 0.16). Al igual que en el caso

de Leishmania spp. en los modelos restantes la asociacion entre las variables evaluadas y la

presencia de los parasitos de Trypanosoma spp. fue muy débil (Peso Akaike < 0.16).
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Cuadro 1.7. Modelos de regresion logistica para eventos raros que relacionaron las

caracteristicas macroambientales y la presencia/ausencia de Leishmania spp.

Modelo? KP AIC AICc® W4
Global (temperatura + precipitacion 6 67.57 0.943 0.05
+ cobertura + uso de suelo)
Temperatura 2 64.03 0.040 0.08
Precipitacion 2 60.22 - 0.09
Cobertura 2 64.04 0.040 0.08
Uso de suelo 3 66.01 0.197 0.07
Temperatura + precipitacion 3 62.12 0.156 0.07
Temperatura +cobertura 3 66.03 0.198 0.07
Temperatura + uso de suelo 4 67.88 0.400 0.06
Precipitacion + cobertura 3 62.13 0.156 0.07
Precipitacion + uso de suelo 4 64.13 0.359 0.07
Cobertura + uso de suelo 4 67.99 0.401 0.06
temperatura + precipitacion + 4 64.11 0.359 0.07
cobertura +
temperatura + precipitacion + uso de 5 65.73 0.606 0.06
suelo
temperatura + cobertura + uso de suelo 5 69 0.642 0.06
precipitacion + cobertura + uso de suelo 5 65.6 0.605 0.06

2 Parametros del modelo, ® Numero de parametros estimables en la aproximacion del
modelo, ¢ Diferencia de valor entre AICc del modelo actual versus el modelo de mejor
aproximacion, ¢ Peso Akaike.

Al evaluar mediante 15 modelos la relaciones entre las caracteristicas
macroambientales y la presencia de Leishmania spp. no se encontrd una asociacion fuerte
entre las variables de precipitacion media, temperatura media, cobertura, uso de suelo y la

presencia de dicho agente (Cuadro 1.7)

El modelo de mejor aproximacién mostré una relacion entre débil y moderada entre
la precipitacion media y la presencia de la Leishmania spp. (AIC = 60.22; Peso Akaike 0.09),
los modelos restantes mostraron relaciones muy debiles entre las variables evaluadas y la

presencia de Leishmania spp. (Peso Akaike < 0.09).
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Cuadro 1.8. Modelos de regresion logistica para eventos raros que relacionaron las
caracteristicas de hospedero y la presencia/ausencia de Trypanosoma spp.

Modelo? KP AlIC AICc® W@
Global (temperatura + precipitacion 6 43.03 0.878 0.05
+ cobertura + uso de suelo)
Temperatura 2 37.22 0.001 0.08
Precipitacion 2 37.31 0.002 0.08
Cobertura 2 37.16 0.000 0.08
Uso de suelo 3 38.84 0.151 0.07
Temperatura + precipitacion 3 39.13 0.154 0.07
Temperatura +cobertura 3 39.16 0.154 0.07
Temperatura + uso de suelo 4 67.88 0.643 0.06
Precipitacion + cobertura 3 39.04 0.153 0.07
Precipitacion + uso de suelo 4 40.79 0.351 0.07
Cobertura + uso de suelo 4 40.43 0.347 0.07
temperatura + precipitacion + 4 64.1 0.602 0.06
cobertura +
temperatura + precipitacion + uso de 5 41.03 0.581 0.06
suelo
temperatura + cobertura + uso de suelo 5 41.55 0.586 0.06
precipitacién + cobertura + uso de 5 42.14 0.593 0.06

suelo

2 Parametros del modelo, ® Numero de parametros estimables en la aproximacion del
modelo, ¢ Diferencia de valor entre AICc del modelo actual versus el modelo de mejor
aproximacion, ¢ Peso Akaike.

Al evaluar mediante 15 modelos la relaciones entre las caracteristicas
macroambientales y la presencia de Trypanosoma spp. no se encontrd una asociacion fuerte
entre las variables de precipitacion media, temperatura media, cobertura, uso de suelo y la
presencia de dicho agente (Cuadro 1.8)

Se obtuvo una relacion débil entre las variables de precipitacién media, temperatura
media, cobertura y la presencia de Trypanosoma spp. (Peso Akaike 0.08), los modelos
restantes mostraron escasas relaciones entre las variables evaluadas y la presencia de

Trypanosoma spp. (Peso Akaike < 0.08).
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Discusion

En este estudio se reporta por primera vez la presencia de Leishmania spp. y
Trypanosoma spp. en murciélagos generalistas de Costa Rica. La tasa de infeccion con
Leishmania spp. fue 4.1% (4/98) y Trypanosoma spp. 9.2% (9/98). La tasa de infeccion
determinada para Leishmania es similar a lo reportado por Savani et al. (2010) en Brasil
quienes determinaron una prevalencia de 3,66% de Leishmania en murciélagos, sin
embargo resultd inferior al 9.09% y 8,87%, que se a reportd en Venezuela (Lima et al.
2008) y Meéxico (Viquez-Rodriguez. 2015), respectivamente.

A. jamaicensis, A. lituratus, C. castanea y S. lillium fueron las especies encontradas
con Leishmania spp. en el presente estudio. De ellas han sido reportadas anteriormente con
Leishmania spp., A. lituratus en Brasil (Savani et al. 2010) y México (Berzunza-Cruz et al.
2015) y A. jamaicensis y S. lillium en México (Berzunza-Cruz et al. 2015), mientras que C.
castanea se reporta por primera vez en estos mamiferos voladores, ya que no habia sido

documentado anteriormente.

La distribucidn geografica de los murciélagos generalistas positivos con Leishmania
spp. incluyd cuatro localidades, en tres provincias (Limén, Cartago y Guanacaste). Los
hallazgos en Turrialba en la provincia de Cartago y Talamanca en Limdn corresponden a
zonas que se consideran endémicas para Leishmania spp. y en la que se distribuyen

especies de fleb6tomos vectores transmisores de estos parasitos (Zeledon et al. 1985).

En el caso de los murciélagos de Orosi (provincia de Cartago) y P.N. Barra Honda
(provincia de Guanacaste), fueron capturados en localidades que no se consideran
endémicas para leishmaniasis. Sin embargo, el sitio de captura fue cercano a cuevas en
rocas, biotopos que se consideran naturales para los flebtomos, y que cuentan con
caracteristicas climaticas similares a las zonas de distribucion historica de los vectores de la
Leishmania (Zeledon et al. 1985), por lo que los quirdpteros de estas areas podrian estar co-

habitando con mosquitos vectores de Leishmania.
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La presencia de especies de mosquitos del género Lutzomyia spp. en sitios de
refugio de diferentes especies de murciélagos como cuevas y grietas de rocas (Caraballo y
Arrivillaga 2010), asi como la preferencia alimenticia de los fleb6tomos por murciélagos
ante la exposicion experimental con otros mamiferos (Tesh et al. 1972, Lampo et al 2000)
ha sido demostrado previamente, por lo que se recomienda verificar la presencia de

flebdtomos en los sitios en los que se capturaron murciélagos infectados con Leishmania

SPp.

Los parésitos de Leishmania spp. encontrados en murciélagos en la Vertiente del
Caribe no fueron identificados a nivel de especie, pero es probable que correspondan a L.
panamensis o L. braziliensis, ya que que estos son los principales agentes etioldgicos
asociados a la leishmaniasis en Costa Rica (Peraza et al. 1998). Especificamente en las
localidades de Turrialba y Talamanca se han reportado pacientes humanos con presencia de
L. panamensis, por lo que es aun méas probable que los aislamientos de Leishmania en
murciélagos de dichos sitios correspondan a este agente etioldgico (Peraza et al. 1998). En el
caso del hallazgo de Leishmania en el murciélago A. jamaicensis del Parque Nacional Barra
Honda, existe la posibilidad de que el agente etiolégico implicado corresponda con L.
infantum, el cual ha sido aislado en pacientes con leishmaniasis cutanea atipica en el norte de
Guanacaste (Jaramillo-Antillon et al. 2009). Sin embargo, no se tiene reportes de presencia

de Lutzomyia longipalpis en la zona geografica en la que se capturd dicho murciélago.

En cuanto a las caracteristicas de estos hospederos hubo un predominio de hembras
infectadas, con respecto a machos infectados por hemoflagelados. Esto es coincidente con
los datos reportados por Savani et al. (2010), quienes encontraron que la mayoria de
individuos infectados con Leishmania fueron hembras y dedujeron que esto podria estar
relacionado a que algunas especies viven en colonias de maternidad, en las cuales los machos
generalmente se segregan y las hembras invierten mucha energia cuidando sus crias, por lo

que son capturadas mas facilmente (Lima et al. 2008).

De los murciélagos positivos a Leishmania se encontrd una hembra, adulta, activa

de A. lituratus que mostro un peso de 35 g, muy inferior al promedio de peso para esta
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especie (509). Sin embargo, el presente estudio no permite explicar la diferencia entre el
peso de este individuo con el peso promedio de otros individuos de esta especie. Los
modelos estadisticos aplicados confirmaron que los datos obtenidos en la presente
investigacion no fueron suficientes para poder establecer una relacion clara entre las
variables de hospedero con la presencia de Leishmania spp. en las especies de murciélagos
analizadas. Los pesos de Akaike con valores relativamente bajos indican que existe una
probabilidad muy baja de que alguno de los modelos evaluados pueda explicar las relaciones
existentes entre las caracteristicas de hospedero y la presencia de los hemoflagelados en
estudio. A pesar de ello, dado que los modelos de aproximacion muestran relacion del estado
reproductivo, el peso y el sexo con la presencia de la Leishmania, se recomienda que para
estudios futuros estas variables puedan ser consideras como factores de hospedero

relacionados con la presencia de estos hemoflagelados en murciélagos.

Por otra parte, los modelos que evaluaron las relaciones entre las caracteristicas
macroambientales de los sitios de captura con la presencia de Leishmania spp. en las
especies de murciélagos muestreadas, no permiten establecer una relacion clara entre las
variables explicativas evaluadas y la variable respuesta. Los pesos de Akaike con valores
muy bajos indican que existe una probabilidad muy reducida de que alguno de los modelos
pueda explicar las relaciones existentes entre las caracteristicas macroambientales y la
presencia de murciélagos con hemoflagelados. Unicamente destaca una posible asociacion
entre la variable de precipitacion y la presencia de Leishmania spp. en los quirdpteros, la cual
se podria atribuir a que en sitios con mayor precipitacion se favorece la presencia de sitios de

reproduccion de los fleb6tomos vectores de dicho agente (Laneti 1984).

Con relacién al 9,2% de tasa de infeccion con Trypanosoma spp. obtenida en la
presente investigacion, fue muy similar con el resultado de Cottontail y colaboradores
(2009), quienes obtuvieron una prevalencia global de 10.2% en Panama, aunque inferior a
las prevalencias de 12,9% obtenidas en estudios en murciélagos de Brasil (Cavazzana et al.
2014), el 36.5% en Ecuador (Pinto et al. 2015), y el 61,2% de prevalencia en Colombia
(Ramirez et al. 2014) y superior a la obtenida en México por Viquez-Rodriguez (2015),
quien establecio una prevalencia de T. cruzi de apenas un 1,60% vy el 2,6% obtenido por
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Hodo et al. (2016) en Texas, USA. Es posible que la diferencia entre las prevalencias
encontradas por los diferentes autores se deba a que los sitios de captura de los murciélagos
en algunos casos incluyeron Unicamente zonas endémicas de tripanosomiasis, mientras que
en otras investigaciones, como el presente estudio, incluyeron tanto zonas endémicas como

no endémicas.

La presente investigacion reporta por primera vez la presencia de T. minasense y T.
cruzi en murciélagos de nuestro pais y a la vez representa la primera investigacion que
confirma los resultados mediante analisis genéticos (PCR y secuenciacion). En cuanto a las
especies detectadas con T. cruzi se incluyen A. jamaicensis y C. perspicillata. De ellas han
sido reportadas anteriormente con presencia de este agente murcielagos A. jamaicensis en
Panamé (Hoare, 1972, Cottontail et al. 2009, Cottontail et al. 2014) como otras especies de
Artibeus de Colombia, Brasil y Ecuador (Cavazzana et al. 2014, Ramirez et al. 2014, Pinto
et al. 2015) y C. perspicillata en Colombia y Brasil. (Cavazzana et al. 2014, Pinto et al.
2015).

El hallazgo de T. minasense, en quiropteros de las especies G. soricina y C. sowelli
corresponde al primer reporte de tripanosomatidos en estos mamiferos voladores. T.
minasense ha sido reportado en otras especies de mamiferos terrestres, dentro de los que
destacan primates no humanos de la especie Saimiri sciureus, importados de Suramérica a
Japon (Sato et al. 2008) y monos Alouatta palliata de Costa Rica (Chinchilla et al. 2005). T.
minasense se considera un parasito inofensivo para los murciélagos ya que no se ha
demostrado que afecte su salud y ain se desconocen los vectores de dicho microorganismo
(Chinchilla 2005).

La distribucion geogréafica de los murciélagos generalistas positivos a Trypanosoma
abarcd tanto sitios de la Vertiente del Pacifico como la del Caribe. Dos de los murciélagos
con T. cruzi se capturaron en el cantdon de Puerto Viejo de Sarapiqui, sitio en el cual se
habia reportado la presencia de Triatoma dimidiata, vector principal de T. cruzi en nuestro
pais. El otro murciélago encontrado con T. cruzi se capturo en el Parque Nacional Carara,

zona en la cual, a pesar de que no se ha reportado T. dimidiata, posee las caracteristicas
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altitudinales y climéticas de precipitacion y temperatura similares a los lugares de
distribucion de este hemiptero (Zeledon 1981). Sumado a ello, se ha demostrado que T.
dimidiata habita en biotopos tales como cuevas de murciélagos, monticulos de piedras y
arboles huecos (Zeledon 1981), los cuales son coincidentes con los de las especies de
quirdpteros capturados en esta investigacion (Laval y Rodriguez-Herrera 2002). Por tal
razon, se debe verificar la presencia de T. dimidiata en las localidades en que se

encontraron murciélagos positivos a T. cruzi.

Los hallazgos de T. minasense se registraron Unicamente en la Vertiente del Caribe
en las localidades de Orosi, Kékoldi en Talamanca y en la Finca Corbana en Guépiles, en la
provincia de Limén. Aln cuando hay documentacion de reportes de T. minasense en monos
A. palliata de Costa Rica, Chinchilla y colaboradores (2005) no especificaron la ubicacion
geogréfica de sus hallazgos, por lo que no es posible realizar comparaciones de distribucion
geogréfica de este parasito en nuestro pais.

En cuanto a las caracteristicas de los murciélagos hospederos de Trypanosoma, el
peso de los individuos positivos no mostré variaciones significativas con respecto a los no
infectados, similar a los resultados obtenidos por Cottontail (2009) en Panama quienes
observaron que el peso de A. jamaicensis no era influenciado de forma significativa por la
presencia de tripanosomas. Los modelos estadisticos aplicados no arrojaron una relacion
clara entre las variables de hospedero con la presencia de Trypanosoma spp. Los pesos de
Akaike indicaron la existencia de una posible relacion entre el peso de los murciélagos con la
presencia de Trypanosoma, por lo que se recomienda considerar estudiar en el futuro esta
variable como factor de hospedero relacionado a la presencia de hemoflagelados en
mamiferos voladores. Para conocer mejor las interacciones parasito con hospedador sera
importante tomar en cuenta, para investigaciones futuras, estas y otras caracteristicas del

murciélago en relacion a la presencia de los tripanosomatidos.

De igual manera, no se logré establecer una relacion significativa entre las
caracteristicas macroambientales de los sitios de captura con la presencia de Trypanosoma

spp. en las especies de mamiferos analizadas. Los pesos de Akaike con valores muy bajos
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confirmaron la existencia de una probabilidad muy reducida de que alguno de los modelos
pueda explicar las relaciones existentes entre las caracteristicas macroambientales y la

presencia de murciélagos con hemoflagelados.

Destaca que, en la presente investigacion, ninguno de los animales mostrd signos
evidentes de enfermedad en el examen fisico, lo cual concuerda con observaciones previas
que han demostrado que la tasa de infeccion de los tripanosomatidos en estos animales es
muy baja, por lo que se cree que la presencia de estos hemoparasitos podria no afectar la
salud de estos mamiferos (Hoare 1972, Marinkelle 1977, Cottontail 2009). Sin embargo,
dado el disefio de muestreo y la técnica de captura utilizada, la captura incluy6é Unicamente
animales activos y por lo tanto es probable que las muestras correspondan unicamente a

animales sanos.

A pesar de que se evaluaron zonas con bosque natural, con cobertura forestal de
bosque continuo, todos los sitios de captura de murciélagos positivos a Trypanosoma y
Leishmania correspondieron a lugares con cultivos o pequefios fragmentos de bosque
secundario o alterado inmersos en una matriz de charrales, pastos, o uso urbano, lo cual es
coincidente con los resultados de Cottontail et al. (2009) y Viquez-Rodriguez (2015),
quienes han reportado tendencias de incidencia mayor de quirdpteros con hemoflagelados en
paisajes alterados o con altos grados de fragmentacion. Los paisajes fragmentados se asocian
con altas densidades de murciélagos generalistas y reduccion de la diversidad de murciélagos
(Fenton et al. 1992), lo que puede generar estrés, cambios hormonales y consecuente
depresion del sistema inmune; y sumado a un mayor contacto con los vectores, aumenta las

posibilidades de transmision de tripanosomatidos entre huéspedes (Cottontail et al. 2009).

Dado el creciente impacto de presion e invasion antropogénica sobre los
ecosistemas, y la complejidad de factores que intervienen en la presencia de Leishmania y
Trypanosoma en murciélagos, es importante realizar estudios integrados de los hospederos,
los vectores y el ambiente, con lo cual se pueda tener una mejor comprensién del efecto de
la presencia de estos hemoparasitos en los murciélagos, las relaciones de los vectores de

estos tripanosomatidos en estos mamiferos y el efecto de los cambios ecosistémicos que
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pueden favorecer la aparicion de enfermedades emergentes, esto no solo en pro del bienestar

del ecosistema, sino también en pro de la salud humana y la conservacion de los quirdpteros.

Ante esto, se recomienda realizar nuevas investigaciones que examinen las
caracteristicas de hospedero y las caracteristicas macroambientales de los sitios en donde se
capturaron murciélagos con hemoflagelados, incluyendo un ndmero mayor de individuos
por especie y por sitio. Esto a fin de conocer las especies de hemoflagelados implicadas y
describir los principales factores de hospedero y factores macroambientales asociados a la

presencia de tripanosomatidos en los murciélagos de nuestro pais.
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Caracterizacion molecular y analisis filogeneticos de hemoflagelados
tripanosomatidos de murciélagos de Costa Rica.

Resumen

Los tripanosomatidos tienen una gran variedad y complejidad genética. En
murciélagos se han estudiado especies de tripanosomatidos pertenecientes a los subgéneros
Herpetosoma, Schizotrypanum y Megatrypanum, pero la clasificacién taxondémica y las
relaciones filogenéticas son muy controversiales. El presente estudio caracteriza
molecularmente tripanosomatidos encontrados en muestras de sangre de murciélagos de
Costa Rica capturados en seis distintas localidades de cuatro provincias, entre junio 2013 y
agosto 2014, y analiza las relaciones filogenéticas de los hemoparasitos encontrados con
aquellas descritas por otros autores. Se analizo un total de seis secuencias mediante analisis
de Neighbor-join, Méaxima Verosimilitud y Maxima Parsimonia. Los resultados de los
andlisis del segmento de 480 pb del gen 18S ADNr de las muestras positivas por
Trypanosoma, de las especies Carollia perspicillata (n=1) y Artibeus jamaicensis (n=2)
mostraron 100-99% (442pb/442pb, 426pb/428pb, 432pb/433pb respectivamente) de
identidad con Trypanosoma cruzi (GenBank CP015657) y muestras de Glossophaga soricina
(n=2) y Carollia sowelli (n=1) un 99-100% (346pb/347bp, 348pb/348bp, 368pb/370pb
respectivamente) de identidad con Trypanosoma minasense (GenBank AB362411). El
hallazgo de T. minasense constituye el primer reporte de esta especie de tripanosomatidos en
murciélagos en el continente americano. El arbol filogenético generado apoya la separacion
de Trypanosoma minasense subgénero Megatrypanum de T. rangeli, subgénero
Herpetosoma y T. cruzi, subgénero Schizotrypanum, agentes asociados cominmente con el
grupo de los quirdpteros. Sin embargo, dada la complejidad y controversia de clasificacion
taxondmica de Trypanosoma, se recomienda realizar mayor investigacion que permita
ampliar la gama de especies de tripanosomatidos de murciélagos de diferentes regiones y con
ello entender la diversidad, la evolucion, y los origenes biogeograficos de los
hemoflagelados en este grupo de mamiferos.

Palabras clave: analisis filogenético, Costa Rica, diversidad genética, Murcielagos,

Trypanosoma.
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Molecular characterization and phylogenetic analysis of tripanosomatides
hemoflagellates from bats of Costa Rica.

Summary

Tripanosomatides has a great variety and genetic complexity. Studies about bats have
included in subgenera Herpetosoma, Schizotrypanum and Megatrypanum, but Taxonomy
and phylogeny are very controvertial. The present study on molecular characterizeation of
tripanosomatides found in blood samples of bats. We captured the animals in six different
locations from four provinces of Costa Rica between June 2013 and August 2014.We
analyze the phylogenetic relationships beetwen the hemoflagellates founded in this survey
and the reported in literature. Six sequences from the segment 480 bp of the gene 18S were
analized by Neighbor-Join, Maximum Likelihood and Maximum Parsimony f-rom samples
of Carollia perspicillata (n=1) and Artibeus jamaicensis (n=2) positive to Trypanosoma
showed 99-100% (442pb/442pb, 426pb/428pb, 432pb/433pb) identity with Trypanosoma
cruzi (GenBank CP015657) and samples from Glossophaga soricina (n=2) y Carollia
sowelli (n=1) in 99-100% (346pb/347bp, 348pb/348bp, 368pb/370pb) matched with
Trypanosoma minasense been the first report in bats. The phylogenetic tree support the
separation of T. minasense subgenera Megatrypanum from T. rangeli, subgenera
Herpetosoma and T. cruzi, subgenera Schizotrypanum, agents associated with chiropterans.
Despite of the complexity and controversity of the Taxonomy of Trypanosoma it is
recomended that there is more research to increase tripanosomatides in bats from different
regions. Future reseach will help us understand the diversity, evolution and the
biogeographic origins of the hemoflagellates in this gropu of mammals.

Key words: bats, genetic diversity, Trypanosoma, phylogenetic analysis, Costa Rica.
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Introduccion

Durante las dltimas décadas, la secuenciacion del genoma de los parasitos
kinetoplastidos ha mostrado avances muy importantes, principalmente asociados a la
implementacion de la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Tibayrenc 1998,
Sanchez y Russomando 2012). La importancia de la caracterizacion molecular en la familia
Trypanosomatidae radica en que, al igual que con la mayoria de otros organismos
unicelulares, las relaciones evolutivas son muy imprecisas si se dispone Unicamente de
caracteres morfoldgicos para describir las relaciones dentro de esta familia. Por esta razon, la
descripcion molecular proporciona caracteristicas adicionales para andlisis filogenéticos que
ayudan a entender las relaciones evolutivas del grupo (Hughes y Piontkivska 2003,

Messenger et al. 2015, Tomasini y Diosque 2015).

La diversidad genética de Trypanosoma muestra una gran variedad y complejidad
producto de una serie de eventos de recombinaciones durante numerosas generaciones y
acumulaciones de mutaciones de manera estocastica (Tibayrenc et al. 1991). Conocer y
caracterizar las cepas a nivel molecular ha sido y es fundamental para la comprension de la
epidemiologia de las enfermedades asociadas a estos agentes parasitoldgicos (Tibayrenc
1998, Hughes y Piontkivska 2003, Cottontail et al. 2014). Por ende, diferentes investigadores
han trabajado en la implementacion de técnicas moleculares para lograr diagnosticos mas
precisos y un mejor entendimiento de la filogenia de los tripanosomatidos (Cottontail et al.
2014, Messenger et al. 2015, Tomasini y Diosque 2015).

El analisis de la taxonomia y las relaciones genéticas de los tripanosomatidos con el
ancestro en comun se realizé durante muchas décadas basados en la estructura fisica y la
fisiologia celular de estos protozoarios (Tibayrenc 1998). Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que el uso de técnicas moleculares para caracterizar los genes especificos de
especies es necesario para comprender la historia evolutiva, los origenes de los ciclos de vida

y las enfermedades asociadas a este grupo de parasitos (Jackson 2015).

57



Conocer si las especies de tripanosomatidos estan estrechamente relacionadas o no,
tiene implicaciones importantes para la comprensién de la biologia de estas especies y esto, a
su vez, para poder desarrollar estrategias para la profilaxis y tratamiento de enfermedades
asociadas a estos hemoflagelados (Hughes y Piontkivska 2003, Sanchez y Russomando
2012).

Entre las técnicas moleculares que se han utilizado para la identificacion de linaje y
sublinajes de los tripanosomatidos se encuentran la PCR y la amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico (RAPD) (S&nchez y Russomando 2012, Izeta-Alberdi et al 2016). Mediante el
uso de marcadores como el gen 18S ADNr, 24S ADNr y el gen mini-exon se identifican los
parasitos directamente en las muestras bioldgicas, sin cultivo previo y es posible identificar
unidades discretas de tipificacion (DTU). Por tal razén, el uso de estos marcadores genéticos
ha demostrado ser de gran valor en la investigacion de la diversidad genética (Sanchez y
Russomando 2012, Zingales et al., 2012).

El género Trypanosoma se ha clasificado en dos secciones: Stercoraria, transmitida por
las heces del vector y Salivaria, que lo hace por la saliva del vector (Grisard 2002). La
seccion Stercoraria a su vez se ha dividido en tres subgéneros: Herpetosoma, en el que se
clasifico tradicionalmente T. rangeli y Trypanosoma lewisi (Maia Da Silva et al. 2009);
Megatrypanum, taxén en el que se ubica a T. minasense y Schizotrypanum, en el que se

incluye T. cruzi (Hoare 1972).

Para T. cruzi se ha descrito previamente dos linajes filogenéticos importantes T. cruzi |
(asociado al ciclo enzodtico) y T. cruzi Il (asociado al ciclo doméstico) (Westenberger et al.
2005, Sanchez y Russomando 2012). Este ultimo fue subdivido en cinco subgrupos, T. cruzi
l1a, I1b, lic, 11d y Ile basados en marcadores moleculares como la region intergenica del gen
miniexon y las subunidades ribosomales 18S y 24Sa (Tibayrenc 1998). Posteriormente, fue
dividido en siete linajes o unidades de tipificacion discretas (DTU), denominados Tcl-TcVI1y
Tcbat (Zingales et al. 2012) y la propuesta mas reciente, basada en analisis filogenético
multilocus, define tres linajes primarios, en el que linaje I incluye DTU I, el linaje 11 incluye

DTU Il y el linagje 11l incluye DTU Il y IV; las DTU restantes, V' y VI, no se han asignado a
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linajes, pero muestran una aproximacion con DTU Il (Izeta-Alberdi et al 2016). A pesar de
los esfuerzos de investigacion realizados, la clasificacion taxondmica de este género y grupos

taxondmicos asociados es aun controversial (Cottontail et al. 2014, 1zeta-Alberdi et al 2016).

Se considera que la diversidad genética de T. cruzi esta asociada con huéspedes y
ciclos de transmision especificos (Zingales et al. 2012). Por ello, conocer la genética
poblacional de T. cruzi es fundamental para entender el desplazamiento de estos parasitos
dentro de los paisajes, cuya dindmica varia en funcion de la capacidad de dispersion e
interacciones de los vectores y sus hospederos, y asi conocer el riesgo de transmision a
humanos (Izeta-Alberdi et al 2016). En este sentido, es importante caracterizar T. cruzi a
nivel de genotipos, para comprender la estructura de la poblacion del parasito, la
distribucion geografica de las principales cepas, los ciclos de transmision y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad asociadas a cada uno de los genotipos
(Arriagada-Martinez 2014)

En murciélagos se han estudiado especies de tripanosomatidos pertenecientes a los
tres subgéneros. Existen informes de especies de Herpetosoma en los murciélagos de T.
lineatum en Venezuela, T. lewisi en Puerto Rico, Trypanosoma longiflagellum en Irak y

Trypanosoma. aunauwa en Nueva Guinea (Ewers 1974, Marinkelle 1977).

En cuanto a andlisis moleculares realizados en América Latina, destacan
investigaciones como la de Maia Da Silva y colaboradores (2009) en Brasil, quienes
mediante el andlisis de secuencias de SSU ADNTr reportaron la presencia de T. rangeli en
muestras de sangre de Platyrrhinus lineatus y Artibeus planirostris, mostrando una clara
separacion filogenética de las cepas de T. cruzi, T. marinkellei y T. dionisii aisladas de

murciélagos de la misma zona geogréfica.

Por otra parte, en Panam4, Cottontail y colaboradores (2014), mediante el analisis
filogenético de una subunidad del gen 18S ADNr de tripanosomatidos, identificaron cinco
subespecies de T. cruzi en murciélagos Artibeus jamaicensis, demostrando la existencia de

vacios en el conocimiento de este grupo taxonomico en murciélagos (Cottontail et al. 2014).
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En Costa Rica, unicamente el estudio de Zuriaga et al. (2012), ha caracterizado
molecularmente secuencias del gen miniexdn de cepas T. cruzi. Ellos realizaron un analisis
de 16 muestras: tres aislamientos de humanos, uno de un perro, uno de un Didelphis
marsupialis y 11 de hemipteros (nueve de T. dimidiata, un Panstrongylus rufotuberculatus y
un Rhodnius pallescens), demostrando la existencia de dos haplotipos diferentes en nuestro
pais, los cuales estan estrechamente relacionados con el grupo de haplotipos de Colombia y

Meéxico.

En cuanto a murciélagos de Costa Rica, Unicamente existen los reportes de
Trypanosoma vespetilionis (Zeledon y Vieto 1957) y Trypanosoma leonidasdeanei (Zeledon
y Rosabal 1969) en las especies Glossophaga soricina y Saccopteryx bilineata
respectivamente. Sin embargo, hasta la fecha no se han ailsado ni caracterizado

molecularmente cepas de tripanosomatidos en este grupo de animales.

En el presente estudio se caracterizaron molecularmente los parasitos de
Trypanosoma encontrados en murciélagos de nuestro pais y se analizaron relaciones

filogeograficas y filoespecificas con cepas de tripanosomatidos descritas previamente.

Materiales y métodos

Extraccién, amplificacion y secuenciacién de muestras de ADN de murciélagos.

Se incluyeron muestras de sangre de 98 murciélagos generalistas para determinar la
presencia de tripanosomatidos. La extraccion de ADN de la sangre de los murciélagos se
efectué mediante la utilizacion del kit comercial QIAGEN, QIAamp® DNA Investigator
(QIAGEN, Crawley, UK), siguiendo el protocolo propuesto por la casa comercial. Se realizd
un PCR anidado utilizando dos sets de primers segin protocolo descrito por Savani et al
(2005). El primer set de primers, S4 (5’-GAT CCA GCT GCA GGT TCA CC- 3*) y S12
(5’-GGT TGA TTC CGT CCA CGG AC- 3”), amplifico un segmento de 540pb del gen 18S
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ADNr, mientras que el segundo set de primers, S17 (5'-CCA AGC TGC CCA GTA GAAT-
3") y S18 (5-TCG GGC GGA TAA AAC ACC-3'), amplificé un segmento de 480 pb de
mismo gen. La reaccion de PCR para el primer set de primers (S4 y S12) se inicié con un
paso de desnaturalizacion de 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos con los siguientes
pardmetros: 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min y una incubacion final a 72°C
por siete minutos (Savani et al. 2005). Posteriormente, para la segunda reaccion de PCR con
los primers S17 y S18, se tomo un microlitro del producto de PCR generado con los primers
S4 y S12, el cual fue desnaturalizado a 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos con los
siguientes parametros: 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 30 segundos (Savani et al.
2005). Como control positivo se utilizd una muestra de ADN de T. cruzi donada por el
Laboratorio de Zoonosis de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

En el caso del control negativo se utiliz6 agua.

La separacion de los productos de ADN se realiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%, en TBE 1X (Tris Base, acido bérico, EDTA, pH8, 0,5 M) tefiidos con Gel
Red™ Nucleic Acid Gel Strain, corridos a 90 V durante 30 minutos vy la visualizacion de los
productos amplificados se efectudé en un transiluminador UV BioDoc-it Imagine System. El
tamafo de las bandas se estim6 con el marcador de peso molecular GenRuler 100 pb DNA
lader Plus (Fermentas®). Muestras que mostraron banda de tamafios 540 y 480 pbse
consideraron positivas a tripanosomatidos. Posteriormente, seis de los productos de PCR
fueron enviados a secuenciar a MACROGEN®, Corea, con el fin de confirmar los resultados

e identificar el agente a nivel de especie.

Analisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante el programa BIOEDIT 7.25y se
refinaron manualmente. Una vez editadas las secuencias, se realizO una revision en
BLAST para comparar productos obtenidos con las secuencias descritas en el GenBank.
Posterior a ello, se elabord un arbol filogenético con las muestras resultantes con presencia
de tripanosomatidos y secuencias de tripanosomatidos emparentados obtenidas del GenBank.

Para ello se realizaron los alineamientos correspondientes utilizando MUSCLE vy
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posteriormente se realizaron los analisis filogeograficos y filoespecificos mediante modelos
de secuencias de evolucion de Maxima Verosimilitud (Maximun Likelihood) y métodos
bayesianos. Las secuencias de referencia extraidas de GenBank fueron las siguientes: T.
cruzi marinkellei (GenBank: FJ001664); T. cruzi marinkellei (GenBank: AJ009150); T.
minasense (GenBank: AB362411); Trypanosoma rotatorium (GenBank: AJ009161);
Trypanosoma mega (GenBank: AJ009157); T. cruzi SylvioX/10 (GenBank: CP015657); T.
brucei (GenBank: AJ009141); T. rangeli (GenBank: AJ009160); T. rangeli (GenBank:
AJ012413); T. cruzi (GenBank: AJ009147); T. evansi (GenBank: AJ009154).

Se utiliz6 Trypanosoma borrelli (GenBank: L14840) como Out-group. Los analisis
de secuencias, la construccién de arboles filogenéticos y las mediciones de distancia genética

se realizaron mediante el software MEGA, version 7.0.

Resultados

Del total de 98 muestras analizadas, se identificaron nueve positivas en PCR. Los
resultados del segmento de 480 pb del gen 18S ADNr de las seis muestras positivas enviadas
a secuenciacion determiné tres (8-Sk, 26-Pa y 46-Pca) como Trypanosoma, mostrando un
99-100% (442pb/442pb, 426pb/428pb, 432pb/433pb respectivamente) de identidad
nucleotidica con T. cruzi (GenBank CP015657) y dos muestras (87-Co y 157-Oro) con un
99% (346pb/347bp, 368ph/370pb) de identidad nucleotidica con T.minasense (GenBank
AB362411). En una muestra de sangre (92-Ke) de Carollia sowelli se determinaron dos
secuencias, una 100% idéntica (348pb/348bp) con T. minasense (GenBank AB362411) y
otra con 98% de identidad nucleotidica (413pb/421pb) con T. wauwau (KR653211), por lo
que se determina como sospechosa para presencia mixta de protozoarios. En el cuadro 2.1 se
muestra el detalle de los resultados (especies de murciélago, sitios de captura,
tripanosomatido identificado segun secuencia mas cercana en GenBank y porcentaje de

similitud.
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Cuadro 2.1 Especies de tripanosomatidos identificadas mediante secuenciacion segln
especies de murciélagos, sitios de captura y porcentaje de similitud con secuencia de

GenBank mas cercana.

Cédigo  Especie de murciélago Ubicacion Identificacion Secuencia més cercana %oSimilitud /
GenBank Alineamiento
8-Sk Carollia perspicillata Finca Starke, Trypanosoma cruzi CP015657 100/100
Sarapiqui
26- Pa Artibeus jamaicensis Pozo Azul, Trypanosoma cruzi CP015657 100/99
Sarapiqui
46-Pca Artibeus jamaicensis P.N. Carara, Trypanosoma cruzi CP015657 98/100
Puntarenas
87-Co Glossophaga soricina  Guapiles, Limén Trypanosoma minasense AB362411 99/100
92-Sk Carollia sowelli Reserva Kékoldi,  Trypanosoma minasense AB362411 100/99
Talamanca Trypanosoma wauwau KR653211 98/100
157-Oro  Glossophaga soricina Navarro-Orosi, Trypanosoma minasense AB362411 99/100
Cartago

En la figura 2.1 se muestra el analisis filogenético de la region del gen 18s ADNTr,
con el fin de dilucidar las relaciones entre las diferentes especies de Trypanosoma. Se aplico
el andlisis con Bootstrap (BS), conocido como remuestreo con 1000 réplicas descrito por
Efron (1979). Los valores de remuestreo al inicio de cada brazo muestran las estimaciones de
confianza de separacion o asociacion de las diferentes secuencias incluidas en el arbol

filogenético.

El arbol filogenético muestra las secuencias de especies asociadas a los diferentes
clados que conforman el género Trypanosoma, definiendo una clara separacién entre los

clados brucei y cruzi, asi como una clara separacion con la especie utilizada como outgroup.

El clado brucei contiene especies del subgénero Trypanozoon: T. evansi y T. brucei
claramente separadas entre si (Bootstrap 100%). Por otra parte, se presentan las especies del
subgénero Schizotrypanum, como T. cruzi, T. ¢. marinkellei; secuencias de T. (Herpetosoma)
rangeli y clados menores claramente separados de tripanosomas asociadas a anfibios (T.

mega y T. rotatorium) y de especies asociadas al subgénero Megatrypanum (bootstrap 98%).
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Las tres muestras que se establecieron como T. cruzi, incluyendo las secuencias de
los murciélagos de las especies Carollia perspicillata (8-Sk) y Artibeus jamaicensis (26-Pa y
46-Pca) descritas en el presente estudio, forman un grupo homogéneo junto con T. cruzi
marinkellei, con una separacion clara de los demés taxones, con un alto grado de

homogeneidad genética dentro del grupo.

Otras tres secuencias de Trypanosoma obtenidas de los murciélagos Glossophaga
soricina (87-Co y 157-0ro) y Carollia sowelli (92-ke), e identificadas como T. minasense,
se determinaron estrechamente relacionadas con la secuencia T. minasense, (GenBank:
AB362411) subgénero Megatrypanum conformando un grupo monofilético claramente

separado de las otras especies de tripanosomatidos evaluadas.

Los resultados de los analisis de Méaxima verosimilitud fueron apoyados por
analisis de Maxima Parsimonia y Neighbor-joining (vecino més cercano). Las posiciones y el
orden de ramificacion de todos taxones principales se mostraron muy similares en tres

métodos, presentando Unicamente variaciones menores.
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5

T. cruzi marinkerllel de Phyllostomus discolor (AJ009150)
T. cruzi Artibeus jomaicensis  (26-Pa)

T cruzi Homo sapiens (AJ009147)

T. cruzi cruzi Sylvio X10 (CP015657)

38

T. cruzi marinkerllei Carollio perspicillata (FJ001664)

T.cruzi Carollio perspicillata (8-sk)

(46-Pca)
(AJ009160)

— T cruzi Artibeus jomaicensis

T. rangeli Canis sp.

98 1T .rangeli{AJ012414)

a? rofatorium de Hana catesbeiana(AJ009161)
T. megade Bufo requlans (AJ009157)

- T.minasense Saimin sciureus(AB362411)

T.minasense Glossophaga sonicing (157-Oro)

95— T minasense Glossophaga soncina (67-Co)
T.minasense Carollia sowelli (92-Ke)

|T. brucel de Homo sapiens(AJ009141)

10017, evansi (AJ009154)

T. borrelli (L14840 Outgroup)

Figura 2.1 Arbol filogenético generado para las secuencias amplificadas con la region 18S

ADNr por Méaxima Verosimiltud.EI analisis de remuestreo (1000 réplicas) esta representado

en porcentajes en cada uno de los nodos.
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Discusion

El anélisis molecular y filogenético realizado en el presente estudio confirman la
presencia de T. cruzi, en murciélagos Carollia perspicillata y Artibeus jamaicensis y la
presencia de T. minasense en Glossophaga soricina y Carollia sowelli, tripanosomatidos
clasificados dentro los grupos Schizotrypanum y Megatrypanum respectivamente,
subgeéneros que han sido reportado previamente en quirépteros (Molyneux, 1991, Marcili et
al. 2009, Cavazzana et al. 2010). Sin embargo, el presente estudio constituye el primer
reporte de la presencia de T. minasense en mamiferos voladores del Continente Americano

y el primer reporte de la presencia de T. cruzi en murciélagos de Costa Rica.

De la muestra denominada 92-Ke correspondiente a un murciélago Carollia sowelli,
capturado en la Finca Kékoldi, en Talamanca, se obtuvieron dos secuencias moleculares
distintas, por lo que se anota como sospechosa de presencia mixta de protozoarios (T.
minasense y T. wauwau). Sin embargo, no fue posible verificar si corresponde a una
presencia mixta de tripanosomatidos, ya que a pesar de que la herramienta BLAST
determina una de las secuencias como T. wauwau, el porcentaje de similitud resultante es
similar al obtenido con otras especies de Trypanosoma. Ante esto, se requiere de analisis de
otras secciones del gen 18S o el analisis de otros genes para la determinacion exacta de los

agentes implicados.

El analisis del gen 18S ADNr ha demostrado ser un marcador Util para identificar
linajes asociados a tripanosomatidos, dada la disponibilidad de secuencias en las bases de
datos de estudios filogenéticos previos y la facilidad de obtener secuencias incluso
directamente a partir de tejidos del huésped (Stevens et al. 1999a, Cavazzana et al. 2010).
La colocacion de pequefios fragmentos, junto con taxones de referencia que tienen
secuencias mas largas de este gen genera relaciones filogenéticas, que pueden ser

complementadas con el analisis de secuencias de otros genes (Pinto et al. 2012).

El arbol filogenético generado en el presente estudio, demostré ser robusto en
cuanto a separacién de clados taxondmicos y su estructura fue semejante a la presentada

por Stevens et al. (1998, 1999a). La clara separacion entre los clados brucei y cruzi es
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discutida por Stevens et al. (1998), y atribuida a una evolucién temprana de este grupo,
posiblemente asociada con la separacion del supercontinente, millones de afios atras. El
clado brucei contiene especies claramente separadas entre si (Bootstrap 100%). Dichas
especies pertenecen al subgénero Trypanozoon: T. evansi y T. brucei, las cuales son
tripanosomas asociadas con mamiferos africanos. (Stevens et al. 1999a). Por otra parte, se
encuentran claramente separados, las especies de tripanosomas T. mega y T. rotatorium las
cuales se han asociado a anfibios y reptiles africanos (Stevens et al.1999b, Lima et al.
2015).

Trypanosoma rangeli, un tripanosoméatido americano de mamiferos silvestres, y
transmitido por insectos triatomineos, muestra asociacion con el clado de T. cruzi y otras
especies de Schizotrypanum restringidas a murciélagos y otros mamiferos sudamericanos,
lo cual es concordante con las filogenias descritas por Stevens et al. (1999b), y Maia da
Silva et al. (2009). Asi mismo muestra una separacion clara (Bootstrap 98%) con las
secuencias identificadas como T. minasense, con lo cual se refuerza la hipotesis de la
separacion entre T. rangeli, subgénero Herpetosoma y las especies asociadas al subgénero
Megatrypanum (Stevens et al.1999b, Da Silva et al. 2007, Sato et al. 2008).

Por otra parte, asociado al clado T. cruzi, estan especies del subgénero
Schizotrypanum, como T. cruzi, T cruzi marinkellei; con separacion clara de los demas
taxones, y sin una diferenciacion dentro del grupo, dado el alto grado de similitud genética
entre T. cruzi y los tripanosométidos de murciélagos, la cual ha sido reconocida por varios
autores en los ultimos afios (Da Silva et al. 2009, Franzen et al. 2012).

Las secuencias de T. cruzi encontradas en los murciélagos de las especies Carollia
perspicillata y Artibeus jamaicensis descritas en el presente estudio, se ubican formando un
grupo homogéneo con otras secuencias de T. cruzi y con la subespecie Trypanosoma cruzi
marinkellei. Se asocia a T. cruzi de murciélagos de Costa Rica con secuencias de T. cruzi
aisladas de humanos infectados residentes de Brasil y dos secuencias de T. cruzi
marinkellei aisladas de murciélagos Phyllostomus discolor y Carollia perspicillata de la
amazonia brasilefia. Esto indica que las cepas de nuestro pais probablemente tengan un

ancestro en comun con las cepas suramericanas.
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La comparacion de las secuencias de T. cruzi aisladas de murciélagos de nuestro
pais se asociaron con T. cruzi Sylvio X10, una cepa ampliamente estudiada y caracterizada,
que corresponde al linaje enzodtico TCI, la cual afecta a humanos y se reporta como el
genotipo mas abundante y ampliamente distribuido en América (Arriagada-Martinez 2014).
Dicha cepa muestra una gran similitud con T.c marinkellei, la cual muestra un genoma 11%
menor que el del parasito de origen humano (Franzén et al. 2012). Las variaciones en las
secuencias y la diferenciacion entre genes de ambas cepas reflejan las trayectorias

evolutivas de T. cruzi y por ende deben ser objetivos de investigaciones futuras.

Cabe destacar que las secuencias identificadas como T. cruzi en los tres murciélagos
mostraron diferencia nucleotidica de 2 pb. entre los murciélagos Carollia perspicillata y
Artibeus jamaicensis ubicados en la Vertiente del Caribe, y el Artibeus jamaicensis de la
Vertiente del Pacifico. Ante esto, es necesario analizar una cantidad mas grande de
muestras y analizar otros genes (ejemplo Citocromo B), para establecer un grado de
separacion genética (Cérdoba 2007). Estudios comparativos de T. cruzi de murciélagos de
diferentes zonas geograficas pueden ser utiles para la comprension de las relaciones

huésped-parasito de las especies de Schizotrypanum (Marcili et al. 2009).

Las secuencias restantes, identificadas como T. minasense, se encontraron
estrechamente relacionadas con la secuencia de T. minasense, aislada en monos ardilla
(Saimiri sciureus) en cautiverio en Japdn y secuencias descritas en Suramérica. Dicha
especie ha sido relacionada con Trypanosoma devei y Trypanosoma lambretchi, las cuales
son especies de tripanosomatidos que se han registrado en primates no humanos
neotropicales (Sato et al. 2008). Hasta la fecha, en nuestro pais, T. minasense ha sido
reportado Unicamente en monos congo (Alouatta palliata), sin embargo, la identificacion de
este tripanosomatido se realizo0 por medio de caracteristicas morfoldgicas. No existen
secuencias publicadas, ni analisis filogenéticos que hagan referencia a T. minasense en
Costa Rica (Chinchilla et al. 2005). Asi mismo, las secuencias de T. minasense encontradas
en un Glossophaga soricina de Orosi muestra una diferenciacion nucleotidica de 2 pb. con
un murciélago de la misma especie capturado en finca Corbana, en Guapiles y un Carollia.

sowellli de Talamanca, por lo que se recomienda realizar estudios que analicen otros genes.
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Asociado al grupo de secuencias de T. minasense se posicionan como grupos
hermanos los clados menores T. mega y T. rotatorium, lo cual es coincidente con las
observaciones de Hoare (1972), quien afirma que Megatrypanum es un subgénero
heterogéneo de tripanosomas de mamiferos, que muestra afinidades con tripanosomatidos

de anfibios y reptiles.

Los analisis moleculares efectuados demuestran la existencia de dos especies de
Trypanosoma claramente diferenciadas en nuestro pais, las cuales probablemente tengan un
origen comun con las especies de tripanosomatidos encontradas en murciélagos
suramericanos, presentando pequefias variaciones genéticas, las cuales podrian estar
asociadas a diferentes procesos evolutivos generados a traves del tiempo, lo cual debe ser

confirmado con estudios futuros.

Se recomienda continuar realizando investigacion para ampliar el conocimiento de
las especies de tripanosomas presentes en murciélagos, y con ello lograr entender la
diversidad, la evolucion y los origenes biogeograficos de los hemoflagelados en los
quirdpteros de las diferentes regiones del Continente Americano, a fin de conocer las
importancia de esta diferenciacion y evolucion en la ecologia de los parasitos, huéspedes y
reservorios de estos microorganismos y posteriormente evaluar las posibles implicaciones

para la salud humana.
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Conclusiones

Este es el primer estudio que reporta la identificacion, caracterizacion molecular y
andlisis filogenético de los tripanosomatidos de murciélagos de nuestro pais, lo cual servira
como linea base para el planteamiento y anélisis de estudios posteriores que analicen
molecularmente este grupo de hemoparasitos en quiropteros y otros mamiferos hospederos
de los protozoarios estudiados. Se reporta por primera vez la presencia de Leishmania spp.,
T. minasense y T. cruzi en murciélagos de nuestro pais y a la vez representa la primera

investigacion que confirma los hallazgos genéticos mediante la PCR y la secuenciacion.

El hallazgo de T. minasense en las especies G. soricina y C.sowelli constituye el
primer reporte de este tripanosomatido en mamiferos voladores del Continente Americano
y su andlisis molecular corresponde a la primera caracterizacion genética de dicho agente

en nuestro pais.

La presente investigacion no logro establecer una relacion clara entre las variables
de hospedero con la presencia de Trypanosoma spp. y Leishmania spp., pero indican que
existe una posible relacién entre el peso y el estado reproductivo de los murciélagos
encontrados con tripanosomatidos, por lo que se recomienda que estas variables sean
investigadas en estudios futuros. De igual manera, aunque no se comprob6 una relacion
significativa de los tripanosomatidos en murciélagos con las caracteristicas
macroambientales evaluadas, las variables de cobertura, precipitacion y temperatura deben
ser evaluadas en estudios posteriores a fin de establecer el efecto que puedan generar sobre
la presencia de hemoflagelados en los quir6teros.

Los resultados de los analisis moleculares demuestran la existencia de dos especies
de Trypanosoma claramente diferenciadas en nuestro pais, las cuales probablemente tengan
un origen en comuan con las especies de tripanosomatidos encontradas en murciélagos
suramericanos. Sin embargo, es importante mencionar que el hallazgo de presencia de estos
tripanosomatidos en quirdpteros no implica que las especies estudiadas sean reservorios de
hemoflagelados, ni se demuestra que tengan participacion en el ciclo de transmision de la

leishmaniasis o el mal de Chagas.
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Recomendaciones

Al Ministerio de Ciencia y Tecnologia y Consejo Nacional para Investigaciones
Cientificas y Tecnoldgicas de Costa Rica seguir incluyendo ciencias interdiscipinarias
como la Medicina de la Conservacion dentro de las reas prioritarias de investigacion, con

el fin de que se continué realizando investigacion cientifica de manera integrada.

Seguir estudiando enfermedades tropicales infecciosas y parasitarias y su relacion
con sus hospederos, a fin de conocer las posibles variaciones epidemioldgicas debidas a los
cambios ecosistémicos provocados por accion humana y el efecto que se podria estar

generando sobre la salud publica.

A la comunidad cientifica y estudiantes que deseen investigar las posibles
interacciones entre los tripanosomatidos y los quirdpteros de nuestro pais, que incluyan la
captura de vectores en sus disefios de muestreo, asi como la captura de animales enfermos,
la toma de datos de caracteristicas macroambientales y ecoldgicas en cada uno de los sitios

de muestreo.

Asi mismo, a quienes deseen realizar investigaciones de caracterizacién molecular
y filogenéticas, se les recomienda incluir el analisis de diferentes marcadores moleculares.
Esto a fin de contar con mayor informacion que permita distinguir entre las diferentes
unidades discretas de tipificacion y establecer relaciones filogenéticas confiables y con

mayor apoyo cientifico.

Manejar la informacion generada con mucha cautela y discrecion a fin de evitar
alarmar a la poblacion humana ante el hallazgo de tripanosomatidos en estos mamiferos.
En caso de comunicar los resultados, se debe dejar en claro que el hallazgo de presencia de
estos tripanosomatidos en quirdpteros no implica que las especies estudiadas tengan

participacion en el ciclo de transmision de la leishmaniasis o el mal de Chagas.
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