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RESUMEN

La tripanosomiasis Americana es una enfermedad parasitaria compleja, ocasionada por
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Los murciélagos pueden actuar como hospederos de T. cruzi
en el area rural del estado de Yucatan, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
determinar la variacion espacio temporal de la frecuencia de infeccion con T. cruzi en
murciélagos capturados en la localidad de Molas, Yucatan, México. Se seleccionaron doce
viviendas en la localidad y se colocaron dos redes de niebla en el patio de cada vivienda. El
proceso de muestreo durd cuatro noches consecutivas mensualmente de octubre de 2013 a
septiembre de 2014. Se capturaron 533 individuos de ocho especies y seis géneros,
pertenecientes a las familias Phyllostomidae: Artibeus jamaicensis (70.3%), A. lituratus
(1.3%), A. phaeotis (0.2%), Sturnira parvidens (12.7%), Glossophaga soricina (13.9%),
Diphylla ecaudata (0.6%); Vespertilionidae: Rhogeessa aeneus (0.8%) y Mormoopidae:
Pteronotus parnellii (0.2%). A. jamaicensis fue la especie més abundante durante el
muestreo, excepto en abril y julio en los cuales G. soricina fue la mas abundante. De 533
murciélagos capturados solo se obtuvieron muestras de sangre de 488, porque se evitd
tomar muestras de las hembras prefiadas y en algunos casos no se colect6 la cantidad de
sangre suficiente, por lo tanto, se analizaron por PCR las muestras de sangre de 488
individuos, utilizando cebadores especificos para T. cruzi y el estuche comercial Phusion
blood direct PCR kit; Finnzymes Oy, Espoo, Finland, F-547L. De este analisis, 19
murciélagos resultaron positivos a T. cruzi: A. jamaicensis 1.95% (7/358), S. parvidens
10.5% (6/57), G. soricina 8.3% (5/60) y R. aeneus 25% (1/4). Se encontraron individuos
infectados en cinco meses de los 11 muestreados, la mayor frecuencia de infeccion se
encontro en febrero en S. parvidens y durante este mes hubo infeccion en cuatro de las seis
especies capturadas. En contraste, la infeccion en G. soricina se presentd durante cuatro
meses y la de A. jamaicensis se presentd durante tres. Por lo tanto, podemos ver que T.
cruzi se encuentra circulando en las poblaciones de murciélagos de la localidad de Molas.
Nuestros resultados indican que los murciélagos tienen un potencial como hospederos y
sugieren considerar la participacion de los quirdpteros en el ciclo de transmisién de T.

cruzi.

Palabras clave: Frecuencia —Trypanosoma cruzi — Murciélago — Hospedero — Yucatan,
México.




SUMMARY

The American trypanosomiasis is a complex parasitic disease caused by Trypanosoma
cruzi. Bats can act as hosts of T. cruzi in rural areas of the state of Yucatan, therefore, the
aim of this study was to determine the spatiotemporal variation of infection frequency with
T. cruzi in bats of Molas, Yucatan, Mexico. Twelve households were selected in the site,
and two mist nets were placed in the yard of each house between October 2013 and
September 2014. Five hundred and thirty three individuals of eight species and six genera,
belonging to the families Phyllostomidae: Artibeus jamaicensis (70.3%), A. lituratus
(1.3%), A. phaeotis (0.2%), Sturnira parvidens (12.7%), Glossophaga soricina (13.9%),
Diphylla ecaudata (0.6%); Vespertilionidae: Rhogeessa aeneus (0.8%) and Mormoopidae:
Pteronotus parnellii (0.2%) were captured. Artibeus jamaicensis was the most abundant
species, except in April and July in which G. soricina was the most abundant. We only
collected blood samples of 488 individuals, excluding the pregnant females and the cases
when we cannot extract enough blood. These samples were analyzed by PCR using
specific primers for T. cruzi and the commercial kit Phusion blood direct PCR Kit;
Finnzymes Oy, Espoo, Finland, F-547L. Nineteen bats were positive to T. cruzi: A.
jamaicensis 1.95% (7/358), S. parvidens 10.5% (6/57), G. soricina 8.3% (5/60) y R. aeneus
25% (1/4). Infected individuals were found in five of the 11 months in this study, and the
highest infection frequency was found in February in Sturnira parvidens. In addition,
during this month there was infection in four of the six captured species. In contrast, the
infection frequency of G. soricina was recorded in four months and the frequency of A.
jamaicensis was recorded during three months. We conclude that T. cruzi is circulating in
populations of bats of Molas, and our results indicate that bats are potential hosts and their
active participation in the transmission cycle of T. cruzi is possible.

Key words: Frequency — Trypanosoma cruzi — Bat — Host — Yucatan, Mexico.
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1. INTRODUCCION

La tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas (EC) es reconocida como una
zoonosis compleja causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que se presenta
desde el sur de los Estados Unidos hasta Sudamérica (WHO, 2002). Se considera a la EC
como una patologia parasitaria que ocasiona estragos en la salud publica y economia en
América Latina (Mufioz-Saravia et al., 2012). En 2003, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) reporté que la EC caus6 mas muertes que ninguna otra enfermedad
parasitaria en América Latina (WHO, 2003). Recientemente, se estimd que alrededor del
mundo existen 8 millones de personas infectadas, principalmente en América Latina (OPS,
2014). En Meéxico, algunos estudios han reportado un incremento en la prevalencia de T.
cruzi, donde la incidencia de la EC es de aproximadamente 69 000 casos por afio, y el 5 al 6
% de los casos muere a causa de la enfermedad (Ramsey et al., 2003; Ibafiez-Cervantes et
al., 2013).

La dificultad para controlar esta zoonosis se debe a la participacion de un gran nimero de
hospederos y/o reservorios naturales vertebrados e insectos triatominos. Los reservorios son
aquellos animales que tienen la habilidad innata de coexistir con el tripanosoma sin sufrir
las consecuencias de la enfermedad (Mbaya et al., 2009). Por otra parte, los hospederos
naturales son todos aquellos mamiferos que pueden adquirir la infeccion con T. cruzi. Se
han referido mas de 150 especies, entre los que se encuentran, perros, gatos, ratones,
armadillos, zariglieyas, y murciélagos, que son reconocidos como posibles hospederos y/o
reservorios. Como vectores de T. cruzi se contemplan mas de 130 especies de triatominos
de la familia Reduviidae, pero s6lo cinco de éstas son de especial importancia
epidemiologica: Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata, Rhodnius prolixus, y
Panstrongylus megistus (WHO, 2002).

En Yucatan se han encontrado como reservorios importantes de T. cruzi a la zarigiieya (D.
virginiana) (Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes, 2002, Parada-Lopez et al., 2013) y también algunos
roedores silvestres y sinantrépicos (Ruiz y Van Wynsberghe, 2002; Panti, 2011). El

término sinantrépico se aplica a especies de plantas y animales silvestres que viven cercay




se benefician de los habitat artificiales creados por los humanos a su alrededor (Linhares,
1981). Sin embargo, la relacion entre mamiferos sinantrépicos y personas generan
condiciones de riesgo para la transmision de agentes zoonéticos (McFarlane, 2012). Por lo
tanto, las investigaciones buscan identificar mamiferos reservorios de T. cruzi, sobretodo,
aquellos que tienen participacion sinantropica. En Yucatan, recientemente se han
encontrado evidencias de que los murciélagos también pueden ser hospederos de este
parésito, ya que mediante la técnica de PCR se encontr6 ADN de T. cruzi en muestras de
sangre de 15 de 172 murciélagos analizados, provenientes de la localidad de Molas,
Yucatan; nueve Artibeus lituratus, cinco Artibeus jamaicensis y un Sturnira lilium
(Cérdova-Aldana et al., 2013). Otro estudio realizado en Molas encontrd mediante la
técnica de PCR, ADN de T. cruzi en muestras de sangre de 5 de 265 murciélagos
analizados (Pool-Chi, datos no publicados). Un estudio realizado en diez localidades rurales
del estado de Yucatan, encontr6 mediante la técnica de Microconcentracion, un
Trypanosoma del cual no se conoce la especie. en 38 de 108 murciélagos Desmodus
rotundus analizados (Marroquin-Lavadores, datos no publicados).

Molas, Yucatan, localidad de estudio del presente trabajo, se encuentra dentro de los limites
de la reserva ecoldgica de Cuxtal, donde la cercania estrecha de especies silvestres con
humanos, animales domésticos y de insectos triatominos, puede representar un riesgo para
la transmisién de patdgenos zoonoticos. Ademas, la localidad de Molas ha sido durante mas
de cinco afios el sitio de referencia para el estudio de animales silvestres, sinantrépicos y
domesticos, implicados en los ciclos de transmision de T. cruzi. Caracteristicas como la alta
movilidad, amplia distribucion y estructura social, pueden influir en el papel de los
murciélagos como hospederos de muchos patdgenos zoonoéticos, incluyendo T. cruzi
(Ramirez et al., 2013). Sin embargo, los estudios de la prevalencia de T. cruzi en
murciélagos son muy pocos en México y en otros paises del mundo ( Lima et al., 2013;
Cordova-Aldana et al., 2013). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar
la variacion espacio temporal de la frecuencia de infeccion con T. cruzi en murciélagos

capturados en la localidad de Molas, Yucatan, México.




2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Enfermedad de Chagas (EC)
2.1.1. Distribucion geografica y epidemiologia

El agente etiologico de la EC, Trypanosoma cruzi, es un parasito protozoario que adquiere
formas flageladas en el torrente sanguineo y fluidos bioldgicos, y una forma no flagelada
(amastigote) en tejidos de animales y humanos infectados. Los vectores bioldgicos son
insectos domeésticos y silvestres de la subfamilia Triatominae (Hemiptera, familia
Reduviidae) que se encuentran ampliamente distribuidos en América (Grayson, 2010).

La EC constituye un problema de salud puablica en la mayoria de los paises
latinoamericanos; es endémica desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, con la
transmisién no vectorial emergente en otros paises de América del Norte (Dorn et al., 2007)
y los paises europeos (Schmunis, 2007).

La EC afecta principalmente a las poblaciones de escasos recursos en zonas marginadas, en
las que el cuidado de la salud es a menudo insuficiente o de dificil acceso (Yun et al.,
2009). La persistencia de la EC como sucede con la mayoria de las enfermedades
desatendidas, esta ligada a procesos sociales, culturales, histéricos, politicos y econémicos
(Reidpath, 2011). La OMS reconoce a la EC como una de las mas desatendidas y su
desigual distribucién entre los paises ilustra la compleja interaccién de los factores sociales-
culturales, biologicos y ambientales (Hotez et al., 2007).

Aunque la EC fue una vez confinada al continente Americano, principalmente en América
Latina, la migracién desde paises endémicos ha dado lugar a la aparicion de la enfermedad
en regiones no endémicas (Schmunis y Yadon, 2010; WHO, 2010). La EC ha superado las
fronteras, y ya no se limita a los paises endémicos, hoy en dia, se puede encontrar en los
Estados Unidos, Canada, Europa, Japdn y Australia, principalmente debido a la movilidad
de la poblacion ( Fig. 1) (WHO, 2009).
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Figura 1. Distribucion mundial de la enfermedad de Chagas. Tomado de Rassi et al., 2010.

La Organizacion Panamericana de Salud (OPS), estim6 que en la regidn latinoamericana,
cerca de 100 millones de personas estan en riesgo de contraer la infeccion y 8 millones ya
estan infectados (OPS, 2014). Por esta condicion, la EC es considerada la cuarta causa de
mortalidad en América Latina, causando cerca de 12 000 muertes cada afio (WHO, 2010).

En México existen un total de 18 areas endémicas de la EC, localizadas principalmente en
el sureste, abarcando los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas, Veracruz, Puebla,
Guerrero, Hidalgo y Morelos asi como sus areas rurales. Sin embargo, también se ha
observado una alta prevalencia en el noreste del pais, en los estados de Hidalgo, San Luis
Potosi, Veracruz y Tamaulipas (Fig. 2) (Carabarin et al., 2013).

El censo poblacional nacional INEGI (2010) reportdé 112.3 millones de personas en
México. Con esta informacion y basandose en el porcentaje de seropositividad publicado
por Cruz-Reyes y Pickering-Lopez (2006), realizaron una estimacion del nimero personas
infectadas con T. cruzi por estado, y el resultado indicé que el nimero de personas
potencialmente afectadas en México es de 5.5 millones. Sin embargo, esta enfermedad aun
sigue siendo subestimada, y por lo tanto, no hay datos reales de las instancias de salud
sobre la carga y distribucion de la enfermedad (Carabarin et al., 2013).
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Figura 2. Areas endémicas de la enfermedad de Chagas en México.
Tomado de Carabarin et al., 2013

2.1.2. Fases de la enfermedad de Chagas

La infeccion con T. cruzi en seres humanos se ha dividido en fases agudas y cronicas
sucesivas. El desarrollo de la enfermedad y los signos clinicos aiin no han sido descritos en
quirépteros.

En seres humanos, la fase aguda se presenta durante las primeras 4 semanas posterior a la
entrada del parasito, donde la parasitemia es alta, por lo que el diagnéstico parasitolégico se
puede hacer mediante un examen microscopico directo de sangre fresca, pero dicha
parasitemia disminuye de manera espontanea después de 4 a 8 semanas. Si la fase aguda de
la EC no se trata, al paso de 10 a 30 afios después de la infeccidn inicial, aproximadamente
el 30% de las personas infectadas experimentan la fase sintomatica que se caracteriza por
patologias graves que afecta principalmente al sistema cardiaco y gastrointestinal (Bern et
al., 2011, Prata, 2001). Durante la fase cronica, los parasitos se encuentran principalmente
en los tejidos, lo que hace dificil o imposible el diagndstico parasitolégico directo (Ribeiro
et al., 2009). En esta fase, el diagndstico se basa en pruebas serolégicas y mas
recientemente en el diagnostico molecular a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Nagarkatti et al., 2012).




2.1.3. Diagnostico

Los principales métodos para el diagnostico de la EC son seroldgicos y las pruebas
secundarias son parasitologicas (WHO, 2002). La Organizaciébn Mundial de la Salud
recomienda el uso de al menos dos pruebas seroldgicas paralelas para el diagnéstico de la
EC: una prueba de alta especificidad, como la hemoaglutinacién indirecta (HAI) y una
prueba de alta sensibilidad, como el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) o inmuno fluorescencia indirecta (IFI) (WHO, 2012). El ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIPA), se considera como la prueba de oro, sin embargo, no
estd ampliamente disponible, ya que sbélo se realiza en algunas instituciones de
investigacion, es caro, requiere mucho tiempo, y utiliza radiois6topos, que hacen de su

aplicacion un procedimiento remoto (WHO, 2012).

Pruebas de cromatografia rapida con una mezcla de antigenos recombinantes para la
deteccidn de anticuerpos de T. cruzi en la sangre total y suero, se han aplicado en los paises
de Ameérica Latina y se obtuvieron resultados variables (Luquetti, 2003).

Por otra parte, se puede hacer una evaluacion parasitoldgica, aunque la parasitemia esta
generalmente presente en la fase aguda, la infeccion inicial es raramente detectada, excepto
en los casos, en que los sintomas agudos son graves. El diagnéstico de la infeccién aguda se
basa en la deteccién microscopica de tripomastigotes en la sangre, y el microhematocrito,
es el método de eleccion para identificar la infeccion congeénita, debido a su mayor
sensibilidad y la pequefia cantidad de sangre necesaria (Gomes et al., 2009).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha demostrado ser una herramienta muy
especifica y sensible, y ha aumentado la sensibilidad de deteccion de parasitos como los
tripanosomas, con gran impacto en los estudios epidemioldgicos (Davila et al., 2003).
Actualmente, no existen pruebas de PCR comerciales aprobadas y disponibles para el
diagndstico de la EC. Sin embargo, la PCR se ha utilizado ampliamente para detectar T.
cruzi en la sangre (Nagarkatti et al., 2012).




Las formas tripomastigotes de T. cruzi pueden ser detectados a través de la PCR, con una
alta sensibilidad, durante la fase aguda de la enfermedad cuando circula un nimero alto de
parasitos en individuos infectados (Teixeira et al., 2006).

2.2 Agente causal (Trypanosoma cruzi)
2.2.1. Morfologia

El parasito, como se muestra en la figura 3, presenta tres formas evolutivas (Mufioz-
Saravia et al., 2012):

a) Tripomastigote: es la forma infectante para los mamiferos y para el insecto vector. Se
caracteriza por ser de aspecto fusiforme, mide 20 micras, presenta nicleo central y
cinetoplasto subterminal del cual emerge una membrana ondulante que recorre el parasito
en toda su longitud y cuyo borde libre lleva un flagelo que emerge por el extremo anterior.
Se le encuentra en la sangre de mamiferos (sanguineo) y en las heces del vector
(metaciclico). No se divide.

b) Amastigote: es la forma intracelular del parasito, se aloja principalmente en los tejidos
del musculo cardiaco y del sistema neurovegetativo del tubo digestivo. Es de forma
redondeada, mide de dos a cuatro micras, posee nucleo y cinetoplasto. Se dividen por fision
binaria formando seudoquistes conocidos como "nidos de amastigotes".

c) Epimastigote: es la forma libre que se multiplica por fision binaria en el interior del tubo
digestivo del vector. Es de aspecto fusiforme, mide 20 a 30 micras, presenta nucleo y
cinetoplasto ubicados en la parte central del parasito, forma que también se desarrolla en

medios de cultivo.
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Figura 3. Estadios de desarrollo de Trypanosoma cruzi.
Tomado de Mufoz-Saravia et al., 2012

2.2.2. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

Cuando el triatoma infectado succiona la sangre del mamifero, defeca y deposita sobre la
piel las heces que contienen tripomastigotes metaciclicos, formas infectantes para los
mamiferos. Los tripomastigotes atraviesan la piel erosionada por el rascado a causa de la
picadura, y en ocasiones, por via conjuntiva (Fig. 4). Posteriormente, los tripomastigotes se
introducen en las células adyacentes y se transforman en amastigotes; después de
multiplicarse rompen la célula que los hospeda y se diseminan en la sangre como
tripomastigotes, e invaden los tejidos de drganos, sistemas y aparatos importantes como el
corazdn y plexos nerviosos del tubo digestivo, donde se reproducen como amastigotes.

Los tripomastigotes son la forma circulante en el torrente sanguineo que infectan a una
amplia variedad de células del hospedero y posteriormente se diferencian en las formas
amastigotes replicativos intracelulares. Después de varias rondas de division binaria, los
amastigotes se diferencian en tripomastigotes, que se liberan en el medio extracelular y el
torrente sanguineo. El ciclo repetitivo de la infeccion de células desencadena la fase aguda
de la EC, que se caracteriza por la parasitemia sanguinea alta, amplio parasitismo en
tejidos, y una fuerte respuesta inmune del hospedero (Dos Santos et al., 2012).




Figura 4. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. Vector: (1) el triatomino se
alimenta del mamifero infectado, (2) los tripomastigotes llegan al estmago del triatomino,
(3) se diferencian en epimastigotes, (4) se transforman en tripomastigotes metaciclicos en el
intestino del triatomino y (5) éstos son eliminados en heces sobre el mamifero sano.
Mamifero infectado: (6) los tripomastigotes penetran en las células del mamifero, (7) se
diferencian en amastigotes y (8) se transforman en tripomastigotes sanguineos en el
mamifero (Clayton, 2010).

La EC presenta tres ciclos de transmision creados a partir de la compleja interaccion entre
los vectores, reservorios y el ambiente: 1) silvestre o selvatico, en donde en forma natural
se encuentra circulando cepas de T. cruzi a través de diversos vectores y reservorios
silvestres existiendo un balance natural entre éstos, 2) doméstico o intradomiciliario, en el
cual el vector se ha adaptado a las viviendas y los reservorios son los animales domésticos,

3) peridoméstico, los vectores se establecen en las cercanias de las viviendas y salen a




buscar alimento, siendo los principales reservorios los animales domésticos y sinantropicos
(Teixeira et al., 2009).

La heterogeneidad de T. cruzi consiste en una mezcla de cepas que circulan entre los
hospederos mamiferos y los insectos vectores. Dicha heterogeneidad ha sido ampliamente
estudiada a través de métodos bioldgicos, bioquimicos y moleculares, y podrian explicar la
variabilidad de las manifestaciones clinicas de la EC y las diferencias geograficas en
morbilidad y mortalidad (Manoel-Caetano y Silva, 2007). T. cruzi ha sido dividido en seis
unidades discretas de tipificacion (por sus siglas en inglés, DTU) llamadas, T. cruzi | (Tcl),
T. cruzi Il (Tcll), T. cruzi I (Tclll), T. cruzi IV (TclV), T. cruzi V (TcV), T. cruzi VI
(TecVI) (Zingales et al., 2012). Sin embargo, debido a esta alta diversidad genética, nuevos
genotipos han sido descritos, y uno de los méas recientes ha sido llamado TcBat debido a su
asociacién con murciélagos en Brasil, Panama y Colombia (Marcili et al., 2009; Pinto et
al., 2012).

2.3. Formas de transmision de Trypanosoma cruzi
El parasito Trypanosoma cruzi puede transmitirse de diferentes maneras (Fig. 5):

La principal forma de transmision de T. cruzi es la vectorial (WHO, 2012), ya que del 85%
al 96% de transmision de T. cruzi al ser humano, se produce a través del contacto con heces
infectadas de insectos de la subfamilia Triatominae (Reduviidae: Hemiptera). La
infestacion de los hogares por triatominos es el principal factor de riesgo asociado con la
infeccién por T. cruzi en poblaciones humanas rurales y urbanas (Ramsey et al., 2012). Por
lo que las estrategias de los programas de control se dirigen principalmente a la reduccion
de las densidades de los vectores en domicilios humanos (Dias et al., 2002).

Trypanosoma cruzi también se puede adquirir a través de una transfusion de sangre de un
donante infectado, la probabilidad de infeccion oscila entre el 10 al 20%, y depende de
factores, como la concentracion de parasitos en la sangre del donante, el componente de la
sangre transfundida, y la cepa del parasito (Bern et al., 2008). Asi mismo, durante el
embarazo T. cruzi puede ser transmitido de una madre infectada a su feto, este tipo de
transmisidn se conoce como congénita y en humanos se produce con menor frecuencia que

las enfermedades transmitidas por vectores y la transmision transfusional (WHO, 2012). La




transmision congénita no se limita a las zonas donde la enfermedad es endémica y se
produce de una generacion a otra (Carlier y Truyens, 2010). Este patron de transmision
facilita la difusion de la infeccion del parasito durante largos periodos de tiempo. De
acuerdo con los datos epidemioldgicos de América Latina, el nimero estimado de casos de
infeccién congénita por T. cruzi es 15 000 por afio (PAHO, 2006). La infeccion congénita
por T. cruzi es una infeccién aguda en los recién nacidos que debe ser tratado con la terapia
anti-parasitario. Si no se trata, la infeccién puede progresar mas tarde como EC crdnica
(Carlier et al., 2011).

La EC transmitida por via oral se ha convertido en la principal forma de transmisién en la
cuenca del Amazonas y otras regiones donde el control de vectores triatominos intra
domiciliarios y peri domésticos ha sido eficaz. Durante el periodo de 2000-2010, se
registraron mas de 1000 casos agudos en 138 brotes, principalmente en la Amazonia
brasilefia. De estos casos, 776 (71%) han sido atribuidos a la ingestion de alimentos y
bebidas contaminadas (SVS, 2011).

En Brasil, la ingestion de alimentos como jugo de cafia de azlcar, jugo de fruta, agua o la
carne cruda contaminada con triatominos o sus heces se asocia generalmente con la
infeccidn parasitaria masiva, lo que resulta en la presentacion clinica aguda mas grave y de
alta mortalidad (Bastos et al., 2010; Pereira et al., 2009).

Vertical Transmission
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Figura 5. Formas de transmisién de Trypanosoma cruzi. Tomado
de Carabarin et al., 2013.




2.4. Vector bioldgico

Los vectores de T. cruzi son insectos triatominos hemat6fagos obligados, de la familia
Reduviidae (subfamilia Triatominae) y tienen una amplia distribucion geogréafica que se
extiende desde los Estados Unidos y México, el norte de Argentina y el sur de Chile
(Grayson, 2010). Los triatominos pasan por cinco estadios de ninfa hasta llegar al estadio
adulto, donde todos poseen la capacidad de transmitir T. cruzi (Rassi et al., 2010).

Aunque existe un gran nimero de especies de vectores potenciales, la importancia de un
vector dentro de una regidn particular depende en gran medida de sus hébitos de
alimentacion y la preferencia por los hospederos, asi como de la ecologia de la zona. Mas
de 130 especies de triatominos han sido identificadas, pero sélo algunas son vectores
competentes para T. cruzi (Galvéo et al., 2003).

Las especies que son excepcionalmente importantes en el contexto epidemiolégico son
Triatoma infestans en Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Uruguay, Per( y Chile;
Rhodnius prolixus en México, Colombia, Venezuela y algunos paises de América central;
Triatoma dimidiata en Ecuador, México, América central, y Rhodnius pallescens en
Panama (OPS, 2002).

Informes sobre los recursos alimenticios utilizados por varias especies de triatomas
incluyen la sangre de los humanos, los perros domésticos, conejos, ovejas, zarigleyas,
cerdos, roedores, murciélagos, cabras, gallinas, lagartos y otros insectos (Pizarro y Stevens,
2008, Pizarro et al., 2007, Mota et al., 2007, Bosseno et al., 2006, Breniere et al., 2004).

En México, las especies epidemiol6gicamente relevantes en la transmision de T. cruzi son
Triatoma phyllosoma (Ramsey et al., 2005), T. rubida (Pfeiler et al., 2006) y T. dimidiata
(Ramirez et al., 2005).

En la peninsula de Yucatéan, el vector principal de la EC es Triatoma dimidiata, una especie
de amplia distribucién geografica y que puede encontrarse en una variedad de ambientes
(Zeleddn, 1981), por lo que el conocimiento de aspectos clave sobre la biologia y la
ecologia de T. dimidiata son necesarios para la implementacion de programas de control
exitosos. Con este fin, se ha realizado la caracterizacion de la distribucién geografica de




este vector, dando como resultado el entendimiento de que el patron de transmision natural
ocurre por la invasion estacional de los hogares por triatominos selvaticos o peridomésticos
(Dumonteil et al., 2002). Este patron de transmision implica un alto riesgo de re-infestacion
por triatominos no domiciliarios, incluso después de la limpieza convencional de los

hogares con insecticida (Dumonteil et al., 2004).
2.5. Hospederos

En el continente Americano, hay mas de 150 especies de mamiferos silvestres y domésticos
capaces de ser infectados con el parasito protozoario, convirtiéndose de esta manera en
hospederos de T. cruzi. Algunos de éstos son catalogados como reservorios, ya que juegan
un papel importante en el mantenimiento y la interaccion de los ciclos domésticos,
peridomésticos, Yy silvestres de la tripanosomiasis Americana (Rozas et al., 2007). T. cruzi
tiene la capacidad de parasitar vertebrados e infectar una amplia gama de hospederos
animales, entre ellos una gran variedad de marsupiales, perezosos, 0s0s hormigueros,
armadillos, roedores, primates, carnivoros, murciélagos y algunos cerdos silvestres, asi
como una gran variedad de animales domésticos, incluidos perros, gatos, cerdos y

probablemente cabras (Miles et al., 2009).

Diferentes poblaciones de T. cruzi circulan en ciclos enzodticos desde el sur de América del
Norte hasta el sur de Sudamérica, infectando especies de practicamente todos los 6rdenes
de mamiferos (Gaunt y Miles, 2000).

2.6. Quirdpteros como hospederos

Los murciélagos son considerados los Unicos mamiferos capaces de volar. Estos
organismos corresponden aproximadamente al 20% de las especies de mamiferos
clasificados hasta la fecha (Teeling et al., 2005). Segin sus habitos alimenticios, los
murciélagos se agrupan en gremios troficos como: insectivoros, frugivoros, piscivoros,
polinivoros y hemat6fagos (murciélagos vampiros). Estos juegan un papel importante en la
polinizacion de flores, dispersion de semillas y control de plagas (Hodgkison et al., 2003).
Los murciélagos son componentes importantes de las comunidades neo-tropicales, ya que
ocupan una gran variedad de nichos ecoldgicos y con frecuencia son los mamiferos mas

abundantes en muchas zonas (Dietz y Kalko, 2006).




Los murciélagos son de los mamiferos mas abundantes en los tropicos del nuevo Mundo, y
algunos son hospederos de T. cruzi y un gran namero de otros tripanosomas conocidos. Las
especies de murciélagos neotropicales, incluyendo los géneros Artibeus, Noctilio,
Mormoops, Natalus, Pteronotus, Myotis, Carollia, Desmodus, Glossophaga, Phyllostomus
y Molossus, entre otros, se han reportado como susceptibles a la infeccion con T. cruzi,
tanto en condiciones naturales como en condiciones experimentales. En los murciélagos
neo-tropicales los tripanosomas mas comunes son Trypanosoma cruzi, Trypanosoma cruzi
marinkellei, Trypanosoma dionisii, Trypanosoma rangeli y Trypanosoma conorhinii
(Garcia et al., 2012). A pesar de la posible importancia epidemioldgica de los murciélagos
como reservorios para estos tripanosomas, la informacion acerca de sus vectores, y sobre la

forma de propagacion de la infeccion es escasa (Thomas et al., 2007).

Aunque ha sido poco estudiado, el papel que juegan los murciélagos es considerado como
un factor de riesgo para la EC. Los murciélagos infectados con T. cruzi han sido observados
en varios nichos silvestres, asi como en edificios abandonados, construcciones humanas y
entornos del peridomicilio, en el que pueden atraer a los triatominos de ecotopos cercanos y
servir como fuente de alimento para estos insectos vectores (Thomas et al., 2007).
Recientemente se ha informado que los murciélagos pueden ser infectados con T. cruzi por
transmisidn congénita (Afiez et al., 2009).

A pesar de la limitada evidencia experimental, los artropodos hemat6fagos pueden actuar
como vectores de tripanosomas entre murciélagos. T. cruzi puede ser transmitido por
triatominos que comparten el habitat con los murciélagos. La mayoria de los murciélagos
infectados con tripanosomas son insectivoros y las infecciones también pueden ocurrir a

través de la ingestion de artropodos infectados (Molyneux, 1991).

Dada la importancia de los murciélagos en los ciclos de transmision, se han desarrollado
trabajos alrededor del mundo que han reportado prevalencias variables de este protozoario
empleando diferentes pruebas (Cuadro 1).




Cuadro 1. Prevalencia de infeccion en murciélagos con Trypanosoma cruzi y otras

especies de tripanosomas, empleando distintas técnicas de diagnostico.

Pais Especies de Técnica de Prevalencia (%0) Especies de Referencia
Murciélagos diagnostico Trypanosoma
Inglaterra Pipistrellus, Nyctalus FS (98/491) 20 % T. dionisii y T. Gardner y
leisleri, N. noctula, vespertilionis Molyneux, 1988
Eptesicus  serotinus 'y
Myotis brandti
Kenia Emballonuridae, MH (90/427) 21% T. vespertilionis, Woo y
Vespertilionidae y T. heybergi y T. Hawkins, 1975
Molossidae mpapuense
Mozambique  Mopsy Tadarida HE (6/24) 25% T. erneyi sp. Lima et al,
2012
Mozambique  Rhinolophus landeri MH (15/37)  40% Trypanosoma sp. Lima et al,
2013
Colombia Noctilio labialis, Artibeus XEy HE (1790/19 885) 9% Schizotrypanum Marinkelle,
lituratus, Phyllostomus spp 1982
hastatus, Molossus spp.,
Myotis  spp., Carollia
perspicillata
Colombia Carollia perspicillata, PCR (107/175) 61.2% T. cruzi, Ramirez et
Myotis oxyotus, Desmodus marinkellei, al.,2013
rotundus, Artibeus dionisii.
planirostris
Panaméa Artibeus jamaicensis PCR (25/216) 11.6% T. cruzi Pinto et al,
2012
Brasil Desmodus y Sturnira PCR (2/123) 8.7% T. evansi Herrera et al,
2005
Brasil Vespertilionidae, HE (10/77) 12.9% T. cruzi, T. Cavazzana et
Noctilionidae y marinkellei y T. al., 2010
Phyllostomidae dionisii
Meéxico Artibeus jamaicensis, FS (7/34)  21% T. cruzi Villegas-Garcia
Sturnira lilium, y Santillan-
Glossophaga soricina y Alarcon, 2001
Choeronycteris mexicana).
Meéxico Artibeus jamaicensis, FS (79/140) 56% T. cruzi Villegas-Garcia
Pteronotus parnellii, y Santillan-
Sturnira lilium parvidens, Alarcon, 2004
Desmodus rotundus
murinus y  Leptonycteris
curasoae yerbabuenae
FS=Frotis MH= Micro hematocrito HE= Hemocultivo XE= Xenodiagnostico  PCR=Reaccion
sanguineo en Cadena de la

Polimerasa




En el Cuadro 1 se observa que en los paises de América y en México, el género Artibeus
habitante de las selvas tropicales aparece frecuentemente con individuos infectados con
alguna especie del género Trypanosoma, siendo T. cruzi el mas frecuente. Por lo tanto,
Artibeus es el que presenta mayor prevalencia de infeccién.

Las prevalencias de infecciébn con tripanosomas encontradas en Sudamérica varian
ampliamente de acuerdo al método de deteccion utilizado. La combinacion de los métodos
de microhematocrito y hemocultivo demuestra una buena opcion para el diagnostico de

tripanosomas en murciélagos.




3. HIPOTESIS

Los murciélagos capturados en los patios de las casas de la localidad de Molas, Yucatan,

pueden actuar como hospederos de T. cruzi.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la variacion espacial y temporal de la frecuencia de infeccion con T. cruzi en

murciélagos capturados en la localidad de Molas, Yucatan, México.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estimar la abundancia y diversidad de los murciélagos capturados en patios de la
localidad de Molas, Yucatéan.
2. Estimar la frecuencia de infeccion con T. cruzi mediante la prueba de PCR de punto
final, en quirdpteros de la localidad de Molas, Yucatan,
3. Analizar las frecuencias de infeccion encontradas entre especies de murciélagos y

los meses de estudio, para explorar si existe asociacion entre hospedero-mes.
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“Frecuencia de infeccion con Trypanosoma cruzi en murciélagos

capturados en la localidad de Molas, Yucatan, Méexico”

Florencio Jedion Tuz-Chan?, Celia Isela Sélem-Salas', Hugo Antonio Ruiz-Pifia? y Javier Escobedo-Ortegon?.

Resumen

La tripanosomiasis Americana es una enfermedad parasitaria compleja, ocasionada por
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). A pesar de la importancia de los murciélagos como
hospederos de T. cruzi, son pocos los trabajos realizados en México, especialmente en la
peninsula de Yucatdn. El objetivo de este trabajo fue determinar la variacion espacio
temporal de la frecuencia de infeccion con T. cruzi en murciélagos capturados en la
localidad de Molas, Yucatan, México. Se seleccionaron doce viviendas en la localidad y se
colocaron dos redes de niebla en el patio de cada vivienda de octubre de 2013 a septiembre
de 2014, por cuatro noches consecutivas por mes para el proceso de muestreo. Se
capturaron 533 individuos pertenecientes a ocho especies y seis géneros, incluidos en las
familias Phyllostomidae, Vespertilionidae y Mormoopidae. La sangre de 488 individuos se
analizé por PCR utilizando cebadores especificos para T. cruzi y el estuche comercial
Phusion blood direct PCR kit; Finnzymes Oy, Espoo, Finland, F-547L. Resultaron
positivos a la infeccion 19 murciélagos: Artibeus jamaicensis 1.95% (7/358), Sturnira
parvidens 10.5% (6/57), Glossophaga soricina 8.3% (5/60) y Rhogeessa aeneus 25% (1/4).
De los 11 meses muestreados, se encontraron individuos infectados en febrero, marzo,
mayo, junio y julio, la mayor frecuencia de infeccion se encontré en febrero en S. parvidens
y durante este mes hubo infeccion en cuatro de las seis especies capturadas. En contraste, la
infeccién en G. soricina se presentd durante cuatro meses y la de A. jamaicensis se presentd
durante tres. Nuestros resultados indican que los murciélagos tienen un potencial como
hospederos y sugieren considerar la participacion de los quirépteros en el ciclo de
transmisién de T. cruzi.

Palabras clave: Frecuencia —Trypanosoma cruzi — Murciélago — Hospedero — Yucatan,

México.
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Introduccion

La tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas (EC) es reconocida como una
zoonosis compleja causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que se presenta
desde el sur de los Estados Unidos hasta Sudamérica (WHO, 2002). Se considera a la EC
como una patologia parasitaria que ocasiona estragos en la salud publica y economia en
América Latina (Mufioz-Saravia et al. 2012). En 2003, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) reporté que la EC caus6 mas muertes que ninguna otra enfermedad
parasitaria en América Latina (WHO, 2003). Recientemente, se estimé que alrededor del
mundo existen 8 millones de personas infectadas, principalmente en América Latina (OPS,
2014). En Meéxico, algunos estudios han reportado un incremento en la prevalencia de T.
cruzi, donde la incidencia de la EC es de aproximadamente 69 000 casos por afio, y el 5 al
6 % de los casos muere a causa de la enfermedad (Ramsey et al. 2003; Ibafiez-Cervantes et
al. 2013).

La dificultad para controlar ésta zoonosis se debe a la participacion de un gran namero de
hospederos y/o reservorios naturales vertebrados e insectos triatominos. En Estados Unidos
se demostré que los mapaches (Procyon lotor) y las zarigieyas (Didelphis virginiana)
tienen una alta prevalencia de infeccion con T. cruzi, por lo tanto, se les considerd
reservorios principales (Roellig et al. 2009). En Yucatan se ha encontrado como reservorios
importantes de T. cruzi la zarigiieya (D. virginiana) (Ruiz-Pifia y Cruz-Reyes, 2002,
Parada-Lopez et al. 2013) y también algunos roedores silvestres y sinantrépicos (Ruiz y
Van Wynsberghe, 2002; Panti, 2011). El término sinantrépico se aplica a especies de
plantas y animales silvestres que viven cerca y se benefician de los hébitat artificiales
creados por los humanos a su alrededor (Linhares, 1981). Sin embargo, la relacion entre
mamiferos sinantropicos y personas generan condiciones de riesgo para la transmision de
agentes zoondticos (McFarlane, 2012). Por lo tanto, las investigaciones buscan identificar
mamiferos reservorios de T. cruzi, sobretodo, aquellos que tienen participacion
sinantropica. En Yucatan, recientemente se han encontrado evidencias de que los
murciélagos también pueden ser hospederos de este parasito, ya que mediante la técnica de
PCR se encontré ADN de T. cruzi en 15 muestras de sangre de 172 murciélagos analizados,
provenientes de la localidad de Molas, Yucatan; nueve Artibeus lituratus, cinco Artibeus
jamaicensis y un Sturnira lilium (Cordova-Aldana et al. 2013). Molas, localidad de estudio




del presente trabajo, se encuentra dentro de los limites de la reserva ecoldgica de Cuxtal, a
16 km de la ciudad de Mérida, donde la cercania estrecha de especies silvestres con
humanos, animales domésticos y de insectos triatominos, puede representar un riesgo para
la transmision de patdgenos zoonoéticos. Caracteristicas como la alta movilidad, amplia
distribucién y estructura social, pueden influir en el papel de los murciélagos como
hospederos de muchos patégenos zoonoticos, incluyendo T. cruzi (Ramirez et al. 2013).
Sin embargo, los estudios de la frecuencia de T. cruzi en murciélagos son muy pocos en
México y en otros paises del mundo ( Lima et al. 2013; Cérdova-Aldana et al. 2013). Por
lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la variacion espacio temporal de la
frecuencia de infeccién con T. cruzi en murciélagos capturados en la localidad de Molas,

Yucatan, México.

Materiales y Métodos
Descripcion del area de estudio

El estudio se realiz6 en Molas (20° 48’00°’N y 89° 38’00°’O), comisaria ubicada 16 km al
sur de Mérida, Yucatan, México, cuenta con una poblacién de 2 014 habitantes y se
encuentra dentro de los limites de la reserva ecoldgica Cuxtal (INEGI, 2010).

El trabajo siguié un esquema de muestreo disefiado para la colecta de mamiferos voladores
y otros mamiferos. El poblado se dividié en cuatro cuadrantes, y se seleccionaron en cada
uno tres casas con patios de 20x40 m aproximadamente, donde se colocaron 2 redes niebla
por patio. EIl proceso de muestreo se realizd cuatro noches consecutivas mensualmente,
empleando una noche en cada cuadrante durante octubre de 2013 a septiembre de 2014,
excepto noviembre 2013 (Fig. 1).
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Figura 1. Ubicacion de los cuadrantes en la localidad de Molas, Yucatan, México. Los

puntos de colores indican las tres casas seleccionadas por cuadrante. Modificado de Panti

(2011).

Captura y manejo de murciélagos

Los murciélagos fueron capturados con redes de niebla de 12 x 2.6 m, con abertura de
malla de 36 mm. Las redes permanecieron abiertas durante cinco horas (19:00 a 24:00
horas) a partir del anochecer y fueron revisadas cada 30 minutos. Los murciélagos
capturados fueron identificados (Medellin et al., 1997), pesados y se tomaron sus datos
morfométricos (antebrazo, envergadura, longitud total, longitud del trago, oreja y cola),

también se registrd su sexo, edad y condicidn reproductiva. Posteriormente, los murciélagos

fueron liberados.




A partir de estos datos, se estimd la riqueza de especies, abundancia, diversidad alfa de
acuerdo al indice de Shannon (Magurran, 1988) y dominancia de Berger-Parker, para la
localidad de Molas.

Se aplico la prueba ji- cuadrada de independencia (Christensen, 2006) para comparar las
frecuencias de infeccion encontradas entre especies de murciélagos y meses de estudio, con
el fin de explorar una posible asociacion. El nivel de significancia de esta prueba fue a
=0.05.

Para la deteccion de T. cruzi, se tomé una muestra de sangre por puncion de la vena
cefalica, ubicada en el antebrazo del murciélago. La puncién se realiz6 con una aguja
estéril (calibre de 0.40 mm x 13 mm) y la sangre se colecté mediante tubos capilares
impregnados con heparina para impedir la coagulacion de la sangre. No se extrajo sangre
de las hembras prefiadas para no causarles estrés. Posteriormente, se liberaron. De los 533
murciélagos capturados, solo se pudieron tomar muestras de sangre de 488. Las muestras
fueron guardadas en tubos eppendorf etiquetados y se conservaron en congelacién (-20°C)
en el Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi- UADY.

Amplificacién de gen constitutivo para demostrar la viabilidad de las muestras

Se seleccionaron al azar 10 de las 488 muestras de sangre para analizar la viabilidad del
ADN. La prueba se realizo utilizando primer sentido (24-mer) 5’-
AGCCCTTGGGGASTTGAATTGCTG -3 'y primer antisentido (27-mer) 5’-
GCACTCCAGAGGACAGCRGTGTCAATA -3, que amplifican un fragmento de 237 pb
de ADN genémico de mamiferos. La region amplificada es una region altamente
conservada no codificante del gen Sox21.

El volumen final de la mezcla de reaccién fue 20pl: buffer concentracion final 1X (MgCl.
al 1.5 mM, 2 uM dNTPs), 0.5 uM de la mezcla de primers, 0.8 U de la enzima Phusion®
Blood Il DNA Polymerase (Finnzymes, F547-L) y 1pl de sangre total. Como control
positivo se utilizd 20 ng de ADN de T. cruzi cepa H5 y como control negativo, se utilizo 1
ul de agua bidestilada y la mezcla de master mix (19 ul). La reaccion se llevé a cabo en un
termociclador modelo SelectCycler (Select BioProducts) bajo las siguientes condiciones: 1




ciclo de 10 min de desnaturalizacion a 94°C, seguido por 30 ciclos de 20 s
desnaturalizacion a 94°C, 10 s de hibridacion a 57°C, 30 s de extensién a 72°C; y un ciclo
de extension final de 7 min a 72°C, enfriamiento final a 10°C. 10ul del producto
amplificado se coloco en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X (0.484 % de tris
base, 0.55 % de &cido bdrico y 2 mM de EDTA disodico, pH 8.0) y bromuro de etidio (5
pg/ml), y se dejo correr 40 min a 100V en una camara de electroforesis submarina.
Posteriormente, se documentd el resultado usando el programa EDAS290 (Kodak,
Rochester, N.Y.).

Amplificacién del gen que codifica una proteina de unién a calcio para diagndstico
especifico de ADN de T. cruzi

Para el diagnostico molecular por PCR, en las 488 muestras se utilizo el estuche comercial
Phusion blood direct PCR kit; Finnzymes Oy, Espoo, Finland, F-547L. Este estuche
comercial utiliza una polimerasa que tiene una muy buena actividad en la muestra directa,
sin tener que extraer el ADN de la misma. Se amplificd un fragmento de 700 pb usando los
oligonucledtidos sintéticos Tc24f (5-CTATGGTACCGAGTCAAGGAGAGCAACGAG-
3'y Tc24r (5-GGCGAATTCACGTCACTCTGCGGCCGCGAGCT-3, que reconocen un
gen que codifica una proteina de 24-kDa de unién a calcio (Dumonteil et al. 2004).

El volumen final de la mezcla de reaccién fue 20ul: buffer concentracién final 1X (MgCI2
al 1.5 mM, 2 uM dNTPs), 10 pM de cada primer, 0.6 U de la enzima Phusion® Blood I
DNA Polymerase y 1ul de sangre total. Como control positivo se utiliz6 20 ng de ADN de
T. cruzi cepa H5 y como control negativo, se utilizé 1 pl de agua bidestilada y la mezcla de
master mix (19 pl). La reaccion se llevé a cabo en un termociclador modelo SelectCycler
bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 5 min de desnaturalizacion a 98°C, seguido por
35 ciclos de 5 s desnaturalizacion a 98°C, 7 s de hibridacion a 60°C, 15 s de extension a
72°C; y un ciclo de extension final de 10 min a 72°C, enfriamiento final a 4°C. 10ul del
producto amplificado se coloco en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X vy
bromuro de etidio (5 pg/ml), y se dejo correr 40 min a 100V en una cémara de
electroforesis submarina. Posteriormente, se documenté el resultado usando el programa
EDAS290 (Kodak, Rochester, N.Y.).




Resultados
Parametros de la comunidad de murciélagos

Se capturaron 533 individuos de ocho especies y seis géneros, pertenecientes a tres familias
(Cuadro 1). El valor del indice de Shannon obtenido para todo el estudio fue de H'=0.93,
con una dominancia de D=0.70.

Cuadro 1. Especies de murciélagos capturadas en la localidad de Molas, Yucatan, México
de octubre de 2013 a septiembre de 2014.

Familia Especies N° de Individuos
Phyllostomidae

Artibeus jamaicensis 375

Artibeus lituratus 7

Artibeus phaeotis 1

Sturnira parvidens 68

Glossophaga soricina 74

Diphyllla ecaudata 3
Vespertilionidae

Rhogeessa aeneus 4
Mormoopidae

Pteronotus parnellii 1

Total 533

El mayor nimero de especies se registré en el mes de febrero (6 especies) y el menor en
enero, marzo y junio (3 especies). La mayor abundancia en general se registrd en el mes de
diciembre (76 individuos) y la menor en julio (31 individuos), A. jamaicensis fue la especie
mas abundante registrada durante este estudio, excepto en abril y julio en los que
Glossophaga soricina fue mas abundante (Fig. 2).
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Figura 2. Abundancias mensuales de las especies de murciélagos de Molas, Yucatan, de
octubre de 2013 a septiembre de 2014.

Deteccion de ADN de Trypanosoma cruzi.

Viabilidad de las muestras

Del total de 488 muestras, se eligieron 10 al azar para su analisis con los iniciadores #1
(24-mer) y #2 (27-mer) que amplifican un fragmento de 237 pb de ADN genomico de
mamiferos. En la figura 3 se observa un panel de muestras de murciélagos (carriles 1-9)
donde se aprecia la amplificacion del fragmento esperado de 237 pb, correspondiente al
gen Sox 21. En el carril 10 se observa una muestra que no amplifica el fragmento
esperado.
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Figura 3. Andlisis electroforético en agarosa al 1.5 % y tincion bromuro de etidio
de los productos de PCR de muestras de sangre total de murciélagos, con los iniciadores
24-mer y 27-mer. Carriles: 1-10) muestras de murciélagos, 11) control positivo ADN cepa
H5 T. cruzi, 12) control negativo de agua, M) marcador de peso molecular de 100pb

(Invitrogen, Ladder 1.0 pg/1uL).

Frecuencia de infeccion con Trypanosoma cruzi

La técnica de PCR realizada en las 488 muestras dio como resultado 19 murciélagos
positivos a T. cruzi, en cuatro especies, pertenecientes a dos familias; Phyllostomidae, con
A. jamaicensis, fue la especie méas infectada con siete individuos, seguida de S. parvidens
con seis, G. soricina con cinco y finalmente la familia Vespertilionidae, con R. aeneus

solo un individuo positivo (Cuadro 2).




Cuadro 2. Frecuencia de infeccion con Trypanosoma cruzi en murciélagos de la localidad

de Molas, Yucatan.

Familia Especies N N (%) Positivos
aT. cruzi
Phyllostomidae
Artibeus jamaicensis 358 7 (1.95)
Artibeus lituratus 7 0
Artibeus phaeotis 1 0
Sturnira parvidens 57 6 (10.5)
Glossophaga soricina 60 5(8.3)
Diphyllla ecaudata 1 0
Vespertilionidae
Rhogeessa aeneus 4 1(25)
Mormoopidae
Pteronotus parnellii 0
Total 488 19

Se encontro infeccion con T. cruzi en murciélagos en los cuatro cuadrantes de estudio. El

mayor numero de individuos infectados se presenté en el Cuadrante 2 y el menor en el

Cuadrante 1 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de infecciobn con Trypanosoma cruzi por cuadrantes en

murciélagos de la localidad de Molas, Yucatan.

Especies Total C1l C2 C3 C4
Artibeus jamaicensis 7 1 1 3 2
Sturnira parvidens 6 1 3 1 1
Glossophaga soricina 5 - 2 1 2
Rhogeessa aeneus 1 1 - - -
Total por cuadrante 3 6 5 5

C= Cuadrante

A. jamaicensis y S. parvidens se encontraron infectadas en los cuatro cuadrantes de

estudio.




En cuanto a la temporalidad, se obtuvieron individuos infectados en cinco de los 11 meses
muestreados, estos fueron febrero, marzo, mayo, junio y julio, la mayor frecuencia de
infeccidn se encontrd en febrero en S. parvidens y durante este mes se registro infeccién en
cuatro especies. En contraste, la frecuencia de infeccion de G. soricina se presentd durante

cuatro meses y la de A. jamaicensis se presentd durante tres (Fig. 4).
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Figura 4. Frecuencia mensual de infeccién con Trypanosoma cruzi en cuatro especies de

murciélagos de Molas, Yucatan.

Con la prueba de X? de independencia se comprobé que existe una relacion entre
hospedero-patdgeno-mes, en términos de frecuencia (y° = 25.014, gl= 12, P= < 0.05), como
es el caso de G. soricina que presentdé mayor frecuencia en el mes de julio y S. parvidens en
el mes de febrero.




Discusion
La diversidad de quiropteros encontrada en este trabajo para la localidad de Molas fue de

ocho especies, lo cual representa el 21% de las especies que han sido reportadas para el
estado de Yucatan (MacSwiney, 2010).

La familia Phyllostomidae fue mejor representada, con cuatro géneros y seis especies. A.
jamaicensis fue la especie mas abundante en los meses de estudio, lo que concuerda con el
trabajo realizado en la Reserva de la biosfera de Ria Lagartos por Sélem et al. (2012) y el
estudio realizado en la Reserva Ecoldgica el Edén por MacSwiney (2000). A. jamaicensis
es una especie que ha logrado una gran adaptacion, ya que tiene la capacidad de consumir
una gran gama de alimentos como frutos, semillas, hojas y flores (Ortega y Castro, 2001),
ademas los murciélagos del género Artibeus se han reconocido como tolerantes a la
fragmentacion del habitat (Medellin et al. 2000; Galindo-Gonzalez, 2004) y normalmente
tienden a ser especies dominantes en regiones tropicales. Por lo tanto, este género de
murciélagos se encuentran comunmente en los pueblos, parques publicos o viviendas
(Bello-Gutiérrez et al. 2010), donde perchan y se alimentan de los frutos de arboles como
los ficus y las ceibas.

Los murciélagos son muy benéficos para el ecosistema, ya que ayudan a la polinizacién,
dispersion de semillas, y son excelentes controladores biologicos de plagas agricolas y
mosquitos. Sin embargo, también son considerados hospederos de agentes patdgenos para
los humanos y pueden ejercer un efecto negativo en la salud publica. En numerosas
especies de murciélagos infectados por via natural se han descubierto diferentes agentes
patdgenos para el ser humano (Tamsitt y Valdivieso, 1970).

Se han encontrado murciélagos de la especie A. jamaicensis infectados con T. cruzi en
Colombia (Marinkelle, 1982), Brasil (Pinto y Bento, 1986), Argentina (Diosque et al.
2004), y en México (Villegas-Garcia y Santillan-Alarcén, 2004; Cordova-Aldana et al.
2013). Thomas et al. (2007), demostraron a través de un experimento en laboratorio, que
los murciélagos Artibeus pueden infectarse al alimentarse de insectos triatominos

infectados con tripanosomas.




En este estudio se corrobord la presencia de T. cruzi en murciélagos del estado de
Yucatan, especificamente en los de la localidad de Molas. A. jamaicensis (1.95%), S.
parvidens (10.5%), G. soricina (8.3%) y R. aeneus (25%) fueron las especies
diagnosticadas con el parasito T. cruzi. Estos resultados tienen similitud, con los estudios
realizados en el estado de Morelos por Villegas y Santillan (2001), y el realizado en el
estado Yucatan por Cérdova- Aldana et al. (2013), ya que en ambos sitios se encontro
infeccibn en A. jamaicensis, G. soricina y S. parvidens. En este estudio no se reporta un
porcentaje de infeccion global, ya que se tratan de especies diferentes, con habitos, y
comportamientos muy distintos, por lo tanto, solo se reporta el porcentaje de infeccion por

especies.

Hay que considerar que la prueba de diagnostico de viabilidad indicd una probabilidad de
que el 10% de las 488 muestras no fueron viables, ya que, de las 10 muestras analizadas,
una no amplificé el fragmento esperado, por lo tanto, cabe la posibilidad que la frecuencia
real sea mayor a lo reportado, ya que pudiéramos tener falsos negativos. A partir de esta
experiencia, se recomienda en trabajos futuros, incluir el diagndstico de viabilidad de todas
las muestras colectadas.

Por otra parte, el hecho de encontrar individuos infectados en cinco de los 11 meses del
estudio, indica que T. cruzi se encuentra circulando en las poblaciones de murciélagos de la
localidad de Molas. Por lo que, el mecanismo de transmision entre los individuos pudiera
ser debido al comportamiento biolégico entre murciélagos y vectores, por lo tanto, es
factible considerar la via vectorial y oral como los mecanismos de transmision de T. cruzi

mas probables (Thomas et al. 2007).

Las diferentes especies de murciélagos se desarrollan en habitats muy diversos y pueden
utilizar como refugios cuevas, cenotes, huecos de arboles y construcciones abandonadas,
esto conlleva a que los murciélagos y triatomas compartan el mismo habitat. Ademas, hay
que considerar que los murciélagos tienen el habito de acicalarse unos a otros, por lo cual,
se pudiesen infectar una mayor cantidad de individuos de una misma colonia, al
contaminarse con heces de triatomas. De igual manera, los murciélagos que tienen un
comportamiento trofico insectivoro y omnivoro, pueden consumir triatomas e infectarse por

via oral. Actualmente se conoce que la transmision congénita en murciélagos es otro




mecanismo que puede efectuarse (Afiez et al. 2009), por lo cual hay que considerarlo como
un mecanismo de transmisién que pudiera estarse generando en los murciélagos de la

localidad de Molas.

En cuanto a la asociacion de las especies infectadas y los meses de estudio, la prueba de Ji
cuadrada indicé una dependencia entre las variables, ya que cada especie present6 mayor
infeccién en algin mes en particular, por lo cual, la prueba estadistica indicd que existe una

relacion entre hospedero-patdgeno-mes, en términos de frecuencia.

En este trabajo se determind infeccion con T. cruzi en murciélagos en los cuatro cuadrantes
de estudio que incluyen la totalidad de la localidad de Molas, y en las casas ubicadas tanto
en la periferia como en el centro del poblado. Por lo cual, se reconoce la participacion de
los murciélagos en el ciclo de transmisién de T. cruzi en esta localidad cercana a Mérida, es
de suma importancia, ya que bajo esta circunstancia aumenta el riesgo de transmision en
esta zona. De igual manera, la alta abundancia de las poblaciones de murciélagos es un
factor importante para aumentar el riesgo de transmision, ya que una mayor cantidad de
individuos pueden portar mayor cantidad de este protozoario (Jansen y Rodrigues, 2010).
Por lo cual, se sugiere en estudios futuros incluir técnicas serologicas como el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y parasitologicas como el hemocultivo, con el
fin de tener mayor probabilidad de detectar al parasito T. cruzi en las poblaciones de
murciélagos. Asi como incluir variables que puedan asociarse al riesgo de infeccion con T.

cruzi en los habitantes de Molas.

Conclusion

La diversidad de quiropteros encontrada en este trabajo para la localidad de Molas,
Yucatan, fue de ocho especies. A. jamaicensis fue la especie mas abundante registrada en
los meses de estudio, excepto en abril y julio en los que G. soricina fue mas abundante.

Se encontrd una frecuencia de infeccion con T. cruzi en cuatro especies de murciélagos de
la localidad de Molas, Yucatan. A. jamaicensis N=358 (1.95%), S. parvidens N=57
(10.5%), G. soricina N=60 (8.3%) y R. aeneus N=4 (25%), por lo que podrian ser
hospederos de T. cruzi, que se encuentran visitando cominmente los patios de las casas de
la localidad de Molas.




Se encontr6 que existe una relacién entre hospedero-patdgeno-mes, en términos de
frecuencia. Lo cual indica que los murciélagos tienen un potencial como hospederos y

sugiere su participacion en el ciclo de transmision de T. cruzi.
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