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INTRODUCCION

La leptospirosis es reconocida como una enfermedad zoonética de distribucién mundial (Levett,
2001), presente con mayor frecuencia en paises tropicales, causada por espiroquetas del género
Leptospira, clasificadas por la subcomision de Taxonomia de la Organizacion Mundial de la Salud
como L. interrogans (patogenas) y L. biflexa (no patégenas) (OMS, 2008). Presente en una gran
variedad de mamiferos que actian como reservorios, por ejemplo, en ganado vacuno, porcino,
caprino, caninos, marsupiales y roedores. Esto aumenta la probabilidad de transmision de la
enfermedad al ser humano (Rojas & Céspedes. 2008).

Aunque los roedores son reconocidos como los trasportadores mas importantes de leptospiras,
existe una variada coleccion de especies patdgenas de Leptospira que han sido identificadas en
murciélagos de diversos habitos alimenticios y las variaciones especificas en las tasas de infeccion
bacterianas pueden indicar que algunas especies de murciélagos son méas expuestas a las mismas
(Muhldorfer, 2013).

Los primeros estudios para identificacion de leptospiras se realizaron con técnicas directas, como
la observacion del microorganismo en campo oscuro. Posteriormente aparecidé la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT) (Ramirez et al., 2014), hoy considerada como “prueba de oro” y
utilizada unicamente para diagnostico e investigacion en centros de referencia. Con la finalidad de
tener mas métodos de diagndstico rapido, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una
técnica sensible, especifica y rapida que ha sido aplicada con éxito en la deteccion de varios
microorganismos y virus en una variedad de muestras, incluyendo esputo, suero cefalorraquideo,

orina, heces, y varios tejidos (Almenteros et al., 2004).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la prueba molecular de mayor especificidad y
sensibilidad en comparaciéon con las pruebas seroldgicas. Actualmente se aplica con mayor
frecuencia en microbiologia clinica, en particular en el caso de patdgenos dificiles de cultivar in
vitro o aquellos de lento crecimiento (Ramirez et al., 2014). La lipoproteina de membrana externa
mas estudiada es la LipL32, altamente inmunogénica (Malmstrom et al., 2009) y mas conservada

entre las especies patdgenas de leptospiras, con mas de 94% de identidad de la secuencia de
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aminoécidos entre las principales especies patégenas (L. interrogans, L. borgpetersenii, L.
kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, y L. weilii) (Murray, 2013).

El mayor interés que este taxdn despierta en los cientificos es debido a las numerosas enfermedades
asociadas tales como la rabia, la leptospirosis, la histoplasmosis, la encefalitis equina y
probablemente otras, que pueden ser transmitidas a los animales y humanos (Sampedro et al.,
2007). El aumento en zonas urbanas se ha explicado por alteraciones antropogénicas de su habitat,
esto asociado a la ausencia de depredadores, a la profusién de plantas en los patios, jardines y otros
sitios de la ciudad, la presencia de luminarias en toda la zona urbana, asi como la gran cantidad de
casas y otras construcciones con techo de tejas o palma, han contribuido a que los murciélagos
encuentren abundante alimento y refugios en esta region, lo que aumenta la probabilidad de
contacto de los murciélagos con seres humanos y animales domésticos (Sampedro et al., 2008).

No obstante, a pesar de formar parte de la fauna urbana habitual, la quiropterofauna ha sido poco
estudiada en las ciudades. Esto resulta contradictorio ya que constituyen el segundo orden mas
diverso entre los mamiferos y han sido ampliamente estudiados en la zona rural (Ballesteros &
Racero, 2012).

La presencia de los murciélagos en entornos urbanos tiene implicaciones positivas y negativas. Los
murciélagos prestan servicios ecoldgicos que resultan especialmente Utiles en la ciudad, como su
capacidad controladora de plagas de insectos (Sampedro et al., 2008). Sin embargo, pueden causar
dafios considerables a los inmuebles donde habitan (Cleveland et al., 2006) y transmitir varias
enfermedades asociadas a través de la orina, heces y saliva, que en muchas ocasiones pasan
desapercibidas en los humanos (Ashford et al., 2000). Por esa razon en el presente trabajo se
pretende determinar las caracteristicas de los refugios y estructuras de las poblaciones de
murciélagos urbanos de la ciudad de Sincelejo y realizar pruebas moleculares para detectar la
posible presencia de leptospiras patdgenas asociadas a ellos. Esto permitiria obtener elementos que
ayuden a aclarar su incidencia en la salud de la comunidad sincelejana y a tomar medidas para

reducir la convivencia con los murciélagos sin diezmar sus poblaciones.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e Cuales especies de murciélagos aparecen en convivencia con el hombre en instituciones

educativas de la ciudad de Sincelejo?

e (Alguna de estas especies de murciélagos es portadora de Leptospira?

e ;Cuales son las caracteristicas de los refugios de los murciélagos en convivencia con el hombre

en instituciones educativas de la ciudad de Sincelejo?.

HIPOTESIS

Teniendo en cuenta que la leptospirosis es una enfermedad que ha sido reportada en Sincelejo y
otros municipios del departamento de Sucre y que los murciélagos han sido declarados portadores
de la bacteria Leptospira, es probable que en estas localidades los murciélagos, que cohabitan con
la especie humana en sus viviendas, centros educativos y otras estructuras, sean portadores de dicha

bacteria.

HIPOTESIS ALTERNATIVA

Los murciélagos, que cohabitan con la especie humana en sus viviendas, centros educativos y otras
estructuras en Sincelejo, no son portadores de la bacteria Leptospira, a pesar que la leptospirosis
ha sido reportada en esta y otras ciudades del departamento y que los murciélagos han sido

declarados portadores de la bacteria.
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OBJETIVOS

General

Determinar las especies de murciélagos que habitan en convivencia con el hombre en

Instituciones Educativas de Sincelejo y si son portadoras de Leptospiras spp.

Especificos

Determinar las especies presentes en las instituciones educativas y las proporciones de sexo,
edad relativa, tallas e individuos con diferente condicion reproductiva, en los refugios

detectados.

Caracterizar los refugios de estas especies en relacion con el sitio, la altura en que se

encuentran, temperatura y humedad relativa en su interior, durante un afio de muestreo.

Corroborar la presencia de leptospiras en los individuos de las diferentes especies capturadas.
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MARCO REFERENCIAL

Quirdpteros y sus refugios

Los refugios son un componente fundamental del hébitat para los murciélagos, debido a que el
sitio de refugio esta relacionado con el resguardo frente a adversidades climaticas, la evasion de
depredadores, las interacciones sociales, la reproduccion y el cuidado parental (Suarez-Payares &
Lizcano, 2011).

La seleccién de refugios depende tanto de factores extrinsecos como a la abundancia y
disponibilidad de los mismos, microclima del refugio (temperatura, humedad, flujo de aire e
intensidad de luz), al igual que la seguridad ante depredadores y cercania a cuerpos de agua, lo que
a su vez influye en los sitios de forrajeo. Como factores intrinsecos esta economizar energia en
relacion al tamafio, organizacion social y seleccion sexual (Suarez-Payares & Lizcano, 2011). Los
microclimas apropiados bien sea en el mismo refugio o en diferentes refugios permiten a los
murciélagos hacer mas eficientes los procesos como termorregulacion, asimilacion del alimento,

reproduccion, gestacion, lactancia y cuidado parental.

Los murciélagos utilizan una amplia gama de refugios, tanto naturales como artificiales (Kunz &
Lumsden, 2003). Algunas especies utilizan plantas, o partes de estas, como hojas, huecos de
troncos y espacios debajo de la corteza; otras especies utilizan cavernas, cuevas, grietas en las
rocas, o ambos tipos de refugio. Ciertas especies utilizan estructuras humanas, en general, de
caracteristicas similares a ciertos refugios naturales. Cada tipo de refugio ofrece ventajas, por
ejemplo, las cuevas y estructuras similares brindan mayor estabilidad temporal, menor riesgo de
depredacion y proteccion contra la intemperie, mientras que otros refugios externos, como por
ejemplo el follaje, tienen una existencia temporal mas corta y son mas susceptibles a las
condiciones climaticas, pero son también mas abundantes y faciles de encontrar. El grado de
asociacion entre los murciélagos y sus refugios varia desde obligatorio a oportunista, debido a que
algunas especies estan altamente especializadas para un tipo de refugio, mientras otras tienen
mayor flexibilidad respecto al uso de los mismos, siendo especies oportunistas y generalistas que

suelen tener distribuciones amplias (Kunz, 1982).
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Los murciélagos se agrupan en el orden quirdptera, formado por 18 familias, compuesta por mas
de 1100 especies y 200 géneros reconocidos (Simmons & Geisler, 1998). Aun la mayoria de los
autores los subdivide en dos subdrdenes: megaquirdptera y microquiréptera, a pesar de que se ha
descartado un origen monofilético para ambos grupos (Torres & Guevara, 2010). Los
megaquiropteros incluyen apenas una familia, los grandes murciélagos frugivoros conocidos como
zorros voladores (Pteropodidae) y los microquirépteros incluyen las demas con un total de 930
especies (Torres & Guevara, 2010). Es el segundo orden mas diverso de mamiferos a nivel global
y se distribuyen en todo el mundo, excepto en los polos, no obstante su mayor riqueza radica en
las zonas tropicales donde los ecosistemas terrestres son variados y cuya temperatura y la
disponibilidad de los recursos (alimento y refugio) se encuentran en mayores proporciones
(Medellin et al., 2000). De igual forma existe una relacion inversa entre la diversidad, el rango de
distribucion y la abundancia con respecto al incremento en altitud, debido a la escasez de recursos
antes mencionados (Brown & Lomolino, 1998). “La radiacion evolutiva y ecologica de este grupo
no solo se evidencia en el nimero de especies vivientes sino también en los diferentes niveles

troficos que ocupan con distintos grados de especializacion” (Ayelen, 2013, p. 18).

La alta diversidad de recursos troficos que utilizan los murciélagos, entre los que se encuentran
carne, peces, insectos, frutas, polen, néctar o sangre, hace que estos animales desempefien un papel
importante en la ecologia de cualquier region (Sampedro et al., 2007), traduciendo este papel
ecoldgico en importantes prestaciones de servicios ambientales (Kunz et al., 2011). Sin embargo,
Nufiez y col, 2001 piensa que quizas el mayor interés que este taxon despierta en los cientificos y
los gobiernos de todo el mundo, es su papel como transmisores de enfermedades zoondticas tales
como la rabia, la leptospirosis, la histoplasmosis y probablemente otras, como se ha sefialado para
varias especies de murciélagos colombianos (citado por Sampedro et al., 2007). Silva, 1979 afirma
que algunas de estas especies de interés pertenecen a la familia Molossidae, la cual ha sido
encontrada positiva para el virus de la rabia y ademas portadora de leptospiras (citado por
Sampedro et al., 2008).

Enfermedades asociadas a murciélagos

A pesar de que son muchas las especies de murciélagos que aprovechan los recursos que las

ciudades brindan (Alberico et al., 2005), en muchas ocasiones, estas colonias generan malestar a
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los habitantes de las casas donde se establecen, bien sea por el constante ruido que emiten los
individuos, tanto juveniles como adultos, antes y durante la actividad forrajera, como por la
acumulacion de excrementos y orina en las edificaciones, sirviendo de habitat a un sin nimero de

macro y micro organismos asociados a enfermedades infecciosas (Ramirez et al., 2008).

Los quiropteros son huéspedes naturales para muchos virus, algunos de los cuales son letales para
las persona, estos a pesar de presentar menos proteinas del sistema inmunitario que los humanos,
lo tienen activado 24 horas al dia, a tales efectos, Peng y col. (2016) creen que pueden alojar virus
letales para las personas, como el Ebola, sin mostrar signos de enfermedad.

Diversos factores intrinsecos (Edad, sexo y estado reproductivo) y extrinsecos (perturbacion
antropogenica) en los murciélagos participan en la susebtibiliad de estos ante los agentes
microbianos infecciosos, aumentando la exposicion e incluso la tasa de transmision de los
patogenos entre los individuos de la misma especie y entre especies, en especial cuando comparten
refugio (Hofer & East, 2012).

Los murciélagos participan en la transmision de numerosas enfermedades potencialmente
reemergentes en el hombre y animales domésticos tales como: hantaviriasis (Field et al., 2001),
tripanosomiasis (Coura & Diaz, 2009), Filovirus y Flavivirus (Lopez et al., 2008), criptococosis
(Pamsitt & Valdivieso, 1970; Langoni et al., 2008), brucelosis y candidiasis (Constantine, 1988;
Langoni et al., 2008).

Familias de quirdpteros han sido identificadas como portadores de agentes patdgenos infecciosos
comunes en el hombre y otros animales, agentes patdgenos bacterianos entéricos como la
Salmonella, Sigella, Yersinia y Campylobacter spp. en murciélagos de la familia Vespertinolidae,
y patdgenos bacterianos transmitidos por artrépodos como la Bartonella, Borrelia spp. y miembros

de la familia Rikettsiales en quirdpteros de la misma familia (Muhldorlfer, 2013).

Molossus molossus a pesar de no ser hematéfago, ha sido encontrado positivo para el virus de la
rabia en Colombia, también es portador de leptospiras patdgenas y en sus excretas puede
desarrollarse el hongo Hystoplasma capsulatum, que produce histoplasmosis. Ademas, Silva, 1979

afirma que este murciélago casero presenta parasitos, como son diferentes especies de trematodos,
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cestodos, nematodos y acaros (citado por Sampedro et al., 2008). Sin embargo, Molossidae no es
la unica familia del orden quirdptera seropositiva para el virus rabia (Oliveira et al., 2015), asi

como también portadores de parasitos, hongos y bacterias patégenas (Greenhall, 1965).

Por lo anterior resulta apropiado considerar que el orden Quirdptera, en convivencia con el hombre,
puede causar incomodidades y constituyen un peligro para la salud, como afirman Jiménez y col,
(2003).

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este estudio es determinar la presencia de
leptospiras patdgenas asociados a los murciélagos, se detallara la informacién concerniente a la
enfermedad.

Leptospirosis

En relacion con la leptospirosis, Weil (1886) describié el cuadro clinico clasico que lleva su
nombre. En 1916 Inada e Ido cultivaron por primera vez el organismo y se pudo determinar que la
rata era un reservorio. Unos afios después se informd el primer caso en seres humanos
adecuadamente documentado con aislamiento del agente. Desde entonces, con el correr de las
investigaciones, se han venido identificando nuevos serotipos de leptospiras patdgenos para
animales y el hombre, que comprometen no solo la salud sino la economia de las regiones afectadas
(Garcia et al., 2013).

Taxonomia

El género Leptospira pertenece a la familia Leptospiraceae e incluida en el orden Spirochaetales,
se diversifico tempranamente en la evolucién de las bacterias en dos especies, teniendo en cuenta
sus determinantes antigénicos, “la mayoria en el «complejo interrogans» (después L. interrogans
sensu lato), y las otras en el «complejo biflexa» (después L. biflexa sensu lato) que agrupa

principalmente a las saprofitas o cominmente llamadas bacterias no patdgenas (Céspedes, 2005).

Las pruebas de aglutinacién cruzadas (CAAT) han permitido dividir en serovares (unidad

taxondmica en Leptospira) los complejos L. interrogans y L. biflexa “Los serovares homologos
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desde el punto de vista antigénico han sido agrupados en serogrupos. Existe mas de 60 serovares
de L. biflexa sensu lato y mas de 240 serovares agrupados en 24 serogrupos dentro de L.
interrogans” (Céspedes, 2005, p. 291).

Epidemiologia

La leptospirosis suele presentarse con mayor frecuencia en zonas tropicales que en las regiones con
climas célidos y frios (Céspedes, 2005). Este mismo autor afirma que la transmision de esta
zoonosis ocurre con mayor frecuencia en territorios donde hay expansion poblacional,

especialmente en paises subdesarrollados.

En la actualidad no se puede considerar una enfermedad exotica en ninguno de los paises del
continente americano. Los informes de casos en seres humanos en los diferentes paises del
hemisferio occidental son cada vez mas numerosos y segun los estudios hechos en algunas naciones

americanas, Colombia presenta una de las mayores proporciones (Acosta et al., 1994).

Por falta de conocimiento de la enfermedad se desconoce su origen, también por la gran proporcion
de infeccion subclinica que puede pasar desapercibida y porque los métodos diagnosticos no estan

disponibles en las areas endémicas (Céspedes, 2005).

En la mayoria de los casos la leptospirosis la presentan los adultos entre 20-40 afios, con mas
frecuencia en hombres que en mujeres. Es una zoonosis que afecta muchos animales domésticos y
salvajes alrededor del mundo. Se puede inferir que el hombre se infecta accidentalmente por el
contacto directo o indirecto con ellos. Esta enfermedad puede presentarse tanto en zonas rurales

como urbanas (Acosta et al., 1994).

El principal reservorio de las leptospiras son las ratas y las vacas, el pH alcalino de la orina de estos
animales favorece la supervivencia de estas bacterias, tanto asi, que 1 ml de orina de vaca puede
contener hasta 100 millones de microorganismos. Como el hombre tiene una orina relativamente

acida se considera un mal reservorio para la Leptospira (Acosta et al., 1994).
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Las leptospiras en el agua dulce, a temperatura ambiente permanecen viables durante 6 meses con
un pH de 7,2 a 7,4 (Acosta et al., 1994; Céspedes, 2005), la supervivencia en agua de rio se
prolonga mas a bajas temperaturas. En aguas residuales de origen domestico el tiempo de
supervivencia de esta bacteria se reduce a pocas horas, mientras que en tierra ligeramente acida
(pH 6,2) sobreviven por siete semanas, y en lodo un poco mas de tres semanas. A concentraciones
bajas de detergente se inhibe el crecimiento de las leptospiras, por lo pronto en aguas de
alcantarillado es poco probable su supervivencia. (Céspedes, 2005).

Transmisién

El contacto directo con los animales o sus fluidos es la via de mayor riesgo para adquirir muchas
de las zoonosis en especial las producidas por bacterias. No obstante, los médicos y técnicos de
medicina veterinaria e investigadores de campo Yy laboratorio estan expuestos a agentes infecciosos
que bajo determinadas circunstancias pueden alterar su salud. Tales agentes pueden alcanzar al
huésped bien sea por ingestion, por inhalacion, por contacto directo a través de mucosas o piel, por
via percutanea u ocular entre otras. La interaccion del huésped, del ambiente y del agente permitira
la adquisicion de la enfermedad (Cediel & Villamil, 2004).

La enfermedad se presenta con mayor frecuencia en épocas de lluvias e inundaciones en paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo, representando un problema de salud publica en los paises
latinoamericanos, mientras que en los paises desarrollados suele ser una enfermedad profesional
de los que trabajan con animales o sus productos (Carneiro et al., 2004). Ademas la infeccion puede
ocurrir al entrar en contacto con agua dulce estancada contaminada durante las actividades
recreativas, 0 exposiciones directas a las excretas contaminadas de algunos roedores y por contacto
con su mascota, pero es muy rara la transmision entre humanos, por lo que este es el eslabon final
de la transmision (FUNASA, 2003).

Patogenia

La leptospirosis penetra en los hospederos por las mucosas, sobre todo la ocular o mucosa nasal.
No muy frecuentemente la piel integra puede servir como puerta de entrada, salvo que la exposicion

al agua sea prolongada (Garcia et al., 2013).
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Luego de la penetracion, la leptospira patdgena, invade el torrente sanguineo y se disemina por
todo el cuerpo, parece ser que aparece con mayor frecuencia en algunos érganos como el higado,
rifilones, corazén y musculo esquelético con un periodo de incubacién de 1 a 2 semanas (Céspedes,
2005; Garcia et al., 2013).

Al igual que otras bacterias, con caracteristicas de Gram negativas, las leptospiras patdgenas son
productoras de toxinas que provocan sintomas que se presentan en los mamiferos huéspedes de la
enfermedad. Estas presentan varias lipoproteinas de membrana, las cuales desempefian un papel
muy importante en la interaccién huésped-patdgeno. Entre estas proteinas la mas abundante, y por
lo tanto el antigeno mas importante, es una lipoproteina de 32 kDa denominada Lipl32,
Lipoproteina de membrana altamente conservada en las especies patdgenas de Leptospira spp., la
cual no tiene homdlogo en las especies no patdgenas (Baquero et al., 2010).

Sintomatologia

Luego de ingresada la leptospira al huésped susceptible, se disemina por via hematica y linfatica.

El periodo de incubacién oscila entre 7 y 12 dias, con un promedio de 10 dias (Acosta et al., 1994).

Faine y col. 1999 describen que esta enfermedad en los humanos se manifiesta en forma gradual
partiendo en la mayoria de los casos de procesos totalmente asintomaticos, conocidos cominmente
como las formas de evolucion benignas, hasta desarrollar la enfermedad de Weil, la cual presenta
cuadros graves ictero-hemorragicos con colapso vascular y serio compromiso de funcionamiento

hepatico-renal, cuya evolucion causaria la muerte al huésped.

En la mayoria de los casos puede observarse anorexia, nduseas y vomitos, sin embargo algunos de
los casos se presenta mas convencionalmente como una hepatitis, acompafiado eventualmente de

meningitis (Garcia et al., 2013).

Atendiendo al dificil diagndstico clinico de esta enfermedad, por sus manifestaciones clinicas que
suelen ser parecidas a otras enfermedades en humanos como en animales, se hace necesaria la

confirmacidn de los casos mediante pruebas de laboratorio (Céspedes, 2005).
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Deteccion de Leptospira

La leptospira aislada es identificada por métodos serolégicos o por técnicas moleculares.
Tradicionalmente se us6 la absorcion cruzada, posteriormente se usé anticuerpos monoclonales
(Perolat et al., 1994). Actualmente la microaglutinacion (MAT), es la prueba de referencia de la
Organizacion Mundial de la Salud, sin embargo esta presenta sensibilidad variable dependiente de
varios factores como el namero de serovares, ya evaluados en serologia y de la inclusién o no de
cepas locales; ademas, consume mucho reactivo debido a que es necesario mantener cultivos en
réplicas constantes (leptospiras vivas). Esto representa mayor riesgo ocupacional por infeccion
para el personal de laboratorio (Moreno & Agudelo, 2010).

Teniendo en cuenta estas limitaciones, otras pruebas basadas en el diagnostico molecular han sido
desarrolladas en los Gltimos afios para el diagnéstico de la leptospirosis. Una de estas técnicas es
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite la deteccion del genoma bacteriano
mostrando alto poder discriminatorio, ademas, ofrecen resultados reproducibles, de facil y exacta

interpretacion (Moreno & Agudelo, 2010).

La técnica de PCR, actualmente ha descrito diferentes iniciadores para su deteccion, usando una
variedad de genes como blanco de amplificacion, incluyendo flaB, lipL32, OmpL1, secY, entre
otros. Uno de los iniciadores mas utilizados en la prueba de PCR convencional es el descrito por
Levett y col. (2005), llamado LipL32, ya que éste se dirige a una region ubicada entre las posiciones
270 y 692 del gen lipL32 (Moreno & Agudelo. 2010), lipoproteina de membrana con mayor

abundancia en leptospiras patdgenas (Baquero et al., 2010).

Haake en el afio 2000 describe que Lipl32 es altamente inmunogénica, sefialando a la vez que es
de gran utilidad para la patogénesis, diagndstico y prevencion de la leptospirosis. También se
describié que el carbono terminal de la proteina Lipl32 es el dominio inmunogénico primario que
media la interaccién con el Colageno IV y la fibronectina plasmatica, eventos que provocan el

dafio generado por la bacteria en el organismo.

“La busqueda e identificacion de especies patdogenas es un paso basico para la comprension de la

epidemiologia de la enfermedad en cualquier regién geografica” (Ramirez et al., 2014, p. 17).
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Dada la ausencia de datos en Colombia, el presente trabajo tuvo como objetivo identificar mediante
PCR la infeccion por leptospiras patdgenas de quirépteros colectados en el municipio de Sincelejo,
por lo que es conveniente conocer algunos datos sobre el estado actual de la leptospirosis asociadas
a éstos.

Leptospirosis asociadas a murciélagos

La leptospirosis es una enfermedad zoonoética bacteriana de importancia global para humanos que
afecta a varios de los animales domésticos y silvestres (Muhldorfer, 2013). La enfermedad es
causada por espiroquetas del género Leptospira, que afecta a una gran variedad de animales de
sangre caliente incluido el hombre. Los reservorios naturales de las leptospiras son los animales
silvestres, en especial: roedores, camélidos, zorros, lobos, mapaches y mofetas, ademas de animales
domésticos, particularmente: bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y caninos, que pueden actuar
como hospederos de mantenimiento o accidentales, participando en la transmision de diferentes

serovares de Leptospira (Romero et al., 2011).

Los roedores son reconocidos como los transportadores mas importantes de leptospiras, aunque
existe una variada coleccion de especies de leptospiras patdgenas que han sido identificadas en
murciélagos de diversos habitos alimenticios (Muahldorfer, 2013) (Tabla 1). Las variaciones
especificas en las tasas de infeccion bacterianas pueden indicar que algunas especies de
murciélagos son mas expuestas 0 ain mas susceptibles para la bacteria Leptospira. En la siguiente
Tabla se observa a la familia Phyllostomidae con la mayor cantidad de especies de murciélagos
infectados con Leptospira. Considerando que las especies insectivoras estrictas, ocasionalmente
han sido infectadas con leptospiras patogenas (por ejemplo la familia Vespertilionidae y
Molossidae) (Mahldorfer, 2013).
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Tabla 1. Leptospiras identificadas en murciélagos.

Familia de
murciélagos n? Fuente Método de deteccion Ubicacion Referencia
Mathias et al,
Vespertilionidae 1/3 Rifon  Cultivo, PCR Peru (2005)
Rif6n, Microscopia de Femestad &
31/166 Orina  campo 0scuro Dinamarca  Borg-

Petersen (1972)

Mathias et al,
Molossidae 112 Rifibn  Cultivo, PCR Per( (2005)
Phyllostomidae

Mathias et al,

Desmodontinae 1/2 Rifion  Cultivo, PCR Peru (2005)
Mathias et al,
Carolinae 3/203  Rifion Cultivo, PCR Peru (2005)
Bunnell et al,
213 Rifibn PCR Per( (2000)
Bessa et al,
Glossophaginae 4/82 Rifion PCR Brasil (2010)
Mathias et al,
4/33 Rifion  Cultivo, PCR Peru (2005)
Mathias et al,
Phyllostominae 3/69 Rifion  Cultivo, PCR Peru (2005)
Bessa et al,
Stenodermatinae 2143 Rifion PCR Brasil (2010)
Mathias et al,
7/274  Rifion  Cultivo, PCR Peru (2005)
Bunnell et al,
5/17 Rifidn PCR Peru (2000)
Pteropodidae
Pteropodinae 19/173 Rifibn PCR Australia Cox et al, (2005)
18/46  Orina PCR Australia Cox et al, (2005)

Nota.  Numero de murciélagos positivos/nimero total de murciélagos muestreados. Fuente: Mahldorfer, 2013
[traducido al espafiol]

Mas recientemente se ha evidenciado que los murciélagos estan infectados por una alta diversidad
de leptospiras, especialmente en regiones tropicales con alta riqueza de especies de murciélagos
(Dietrich et al., 2015). Basados en identificacion genética, los murciélagos estan infectados por al
menos cuatro especies (L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. fainei, y probables

serovares pero no descritos genéticamente) (Fig. 1).
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Fig. 1. Distribucion geogréfica y diversidad de Leptospira en murciélagos. Fuente: Dietrich et al.,
2015.

Los paises son destacados en rojo cuando la PCR y/o la serologia fueron encontrados positivos (correspondiente a las
siguientes familias: Phyllostomidae, Mollosidae, Vespertillionidae, Hipposideridae, Miniopteridae, Nycteridae,
Mormoopidae, Pteropodidae) y en gris para los resultados negativos (Thyropteridae). Las especies de Leptospira se
muestran en color verde y en azul cuando los andlisis serolégicos han sido realizados para la determinacion del serovar.

Investigaciones desarrolladas en la Amazonia Peruana, estimaron que un tercio de los mamiferos
silvestres analizados por técnicas moleculares pertenecientes al Orden Rodentia, Marsupialia,
Chiroptera y Carnivora, proponen que las especies evaluadas podrian estar excretando leptospiras
patdgenas en la orina, convirtiéndose en una fuente de infeccion para las personas y los animales

domésticos que habitan dicha region, debido a su cercania al area urbana (Bunnell et al., 2000).

Estudios realizados en Madagascar y Union de los Comoros revel6 que los murciélagos endémicos
de estas zonas son reservorios de Leptospira borgpetersenii, despertando a su vez una sospecha
por la incidencia con los casos clinicos reportados en esta region con este patdgeno en especifico
(Lagadec et al., 2012).

Zetun, 2009 presume que el “murciélago vampiro” Desmodus rotundus, por su habito de orinar

durante la alimentacidn, elimina orina que puede contaminar el ambiente y/o sus victimas (animales
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0 personas) con leptospiras, ya que han sido encontrados positivos para este patbgeno con una
prevalencia de 7.84% (citado por Ramirez et al., 2014). Por otra parte en Per( se aislaron
leptospiras en tejido de rifiones de murciélagos (Matthias et al., 2005), identificAndose L.
interrogans serovar icterohaemorrhagie, variedad que se mantiene entre las ratas de esa region, lo
cual sugiere un ciclo de infeccion entre estas dos especies, y posiblemente para la transmision solo

baste el contacto directo con orina que contenga leptospiras.

Matthias y col, 2005 demostraron mediante técnicas de biologia molecular en la Amazonia
Peruana, que los géneros Promops (insectivoro), Desmodus (hematéfago) y Myotis (insectivoro)
presentan positividad a leptospiras mediante pruebas de PCR, con tasas de mas de un 30% para los
murciélagos capturados, y al aplicar la técnica MAT en estos mismos animales, los resultados
fueron negativos, revelando que a pesar de ser la “técnica de oro”, su aplicacion no siempre es

adecuada, al parecer no es aplicable a los animales silvestres (citado por Ramirez et al., 2014).

Otro estudio de prevalencia por infeccion de leptospiras en murciélagos realizado en la ciudad de
Sao Pablo, Brasil (Bessa et al., 2010), evidencio, que en los resultados obtenidos por PCR (seis de
343) no se pudo obtener seropositividad con los mismos ejemplares por la prueba de aglutinacion
microscopica (MAT). Esto concuerda con los estudios previos realizados por Vinetz y col, 1996 en
otros mamiferos donde solo cerca de la mitad de animales conocidos como positivos renal por PCR

fueron seropositivos (citado por Bessa et al., 2010).
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 durante 1 afio y 6 meses, en el periodo comprendido entre mayo de 2013y
noviembre de 2014. Se llevd a cabo en los colegios de la zona urbana del municipio de Sincelejo
(Fig. 2), localizado al norte del pais en el departamento de Sucre, en la region Caribe de Colombia.
Sus coordenadas geograficas son: 9°18” N; 75° 23’ O. Tiene una poblacion aproximada a los
300.000 habitantes, con una altura de 212 m.s.n.m. (Instituto Geogréfico Agustin Codazzi [IGAC],
1969). Presenta un area urbana de 2.143 Has. Con caracteristicas de bosque seco tropical. Se
presentan precipitaciones promedio anuales de 1.150 mm, temperatura promedio de 27,5 °C y
Humedad Relativa promedio de 77%. (Corporacion autonoma regional de Sucre [CARSUCRE],
2012). Los meses de lluvia corresponden desde abril hasta octubre y los de seca abarcan desde

noviembre hasta marzo.

Sincelejo - Sucre

Fig. 2. Panoramica de los sitios de muestreos en el municipio de Sincelejo. Fuente: Google Earth

(version libre en internet).
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Trabajo de campo

En Sincelejo existen actualmente 24 establecimientos educativos oficiales en la zona urbana
(Secretaria de educacion y cultura de Sincelejo, 2017), distribuidos en los distintos puntos
cardinales del area urbana del territorio. Para identificar las edificaciones que se requeria visitar,
se acudio al método de observacion directa, para detectar con antelacion los posibles refugios en
los cuales se llevarian a cabo las capturas, en éstas se utilizo redes de niebla de nylon de 12m de
largo x 2,5m de alto con un ojo de malla de 36mm?, ubicadas aproximadamente a un metro de los
puntos de acceso a los refugios. No obstante para los refugios de dificil acceso, se ubicaba la malla
lo més cerca posible a los puntos de salida (observando previamente la direccién y modo de vuelo).
Las mallas se ubicaban antes de las 18:00, fueron revisadas cada 30 minutos y se retiraron a las
22:00.

En cada sitio se determinod la presencia de los animales mediante la observacion de rastros y la
recoleccion de informacion sobre estructuras arquitectonicas que albergaran colonias de
murciélagos, esta se llevd a cabo con base en observaciones directas, donde se anotaban la
caracteristicas del refugio, como la forma, ancho y alto al interior de estos, asi como también la
altura con respecto al suelo y el area de los accesos al refugio. Ademas se midio la temperatura y
la humedad relativa al interior de cada refugio y en el exterior de los mismos, utilizando un

termohigrometro digital, marca Control Company 4410.

La identificacion de las especies se realizo “in situ” y fue corroborada en el laboratorio utilizando
las claves de Diaz et al. (2016). La importancia de las especies se analizé a partir de su frecuencia
de captura (FC) y a su frecuencia de aparicion en los refugios (FR). Para ello se elabord un indice
de Importancia Especifico (IIE) que consisti6 en sumar ambas proporciones. De la siguiente

manera:
IIE=FC+FR
Donde: IIE: indice de importancia de cada especie

FC: ni/N ni: namero de individuos capturados de la iésima especie
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N: namero total de individuos capturados

FR: ri/lR ri: nimero de refugios en que fue capturada cada especie
R: numero de refugios muestreados

El valor del indice oscila entre 0y 2.

El manejo de los murciélagos en el momento de la captura se llevé a cabo utilizando guantes
gruesos de cuero sintético (ANEXO A) y tapabocas desechables. Al final del muestreo una parte
de los individuos capturados fue liberada después de identificarlos, los otros fueron adormecidos
con éter y almacenados a -80 °C en un freezer (ANEXO B). Luego fueron pesados y medidos para
corroborar la especie. Por Gltimo se preservaron en alcohol al 70% previamente identificado con
una tirilla de papel numerada e introducida en la boca. En cada sesion de muestreo se anoto la
temperatura ambiental y la humedad relativa, asi como la del interior de los refugios, cada hora,
mediante un termohigrémetro marca Control Company 4410 (ANEXO C). Estas mediciones

también se llevaron a cabo en horas del mediodia.

El Grupo de investigacion en Biodiversidad Tropical, el autor y el director de la presente tesis de
maestria, ostentan el Permiso Macro para recoleccion de especimenes de fauna silvestre otorgado
por la Asociacion nacional de Licencia Ambiental (ANLA), segin Resolucion 0391 de abril de
2016.

Durante la manipulacién de las muestras en el laboratorio se tuvo en cuenta las normas de
bioseguridad requeridas para evitar riesgos de contaminacion, como es el uso de batas elaboradas
con tela antifluidos, guantes de nitrilo y tapabocas desechables, jabon antibacterial y alcohol al

70% en caso de accidentes durante el procesado de las muestras.

Trabajo de laboratorio

Se verificd el sexo y la condicion reproductiva, la cual consistia para los machos, en determinar si
estaban activos sexualmente (testis evidentes en los sacos escrotales) o no (testis inguinales, no
evidentes externamente) ANEXO D y para las hembras, se determinaba mediante palpacion
abdominal, si se encontraban gestantes y, mediante observacion de las mamas, si estaban lactantes

(presencia de leche al presionar el pezdn y sin pelo alguno alrededor), ablactantes, es decir lactancia
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concluida (pezon visible, de menor tamafio y con pelos incipientes alrededor) ANEXO E vy
hembras no reproductivas (no presentaban ninguna de estas caracteristicas) (Silva, 1979; Sampedro
et al., 2008).

Cada animal fue pesado mediante una balanza digital, marca Traveler con un error de £ 0.1 g. La
edad relativa (juvenil, adultos y viejos) fue calculada por observacion directa a través del
estereoscopio, comparando con los estudios realizados por Brunet y Wilkinson (2009), en la cual
se observaba el estado de osificacion entre el metacarpiano y la falange del tercer dedo. Ademas
se corrobor6 el sexo. Las medidas que aparecen abajo se realizaron mediante un nonio calibrado
en mm con un error de 0.1 mm (ANEXO F). En los casos de similitud de la morfometria se hizo la
identificacion a traves de la formula dentaria. Para el registro de las mediciones corporales se
elabord un protocolo (ANEXO G).

P: peso

LCB: longitud condilobasal
ACC: ancho del craneo

LCC: longitud cabeza-cuerpo

AB: longitud del antebrazo.

Posteriormente se realizo la diseccion de cada individuo, ésta consistio en un corte longitudinal en
la region ventral. Se extrajeron los rifiones que fueron conservados en tubos de almacenamiento
criogénico de 2 ml a -80°C hasta la extraccion de ADN. Las pieles y esqueletos fueron preservados
como especimenes de la coleccion de quirdpteros del Grupo de Investigacion en Biodiversidad
Tropical de la Universidad de Sucre. Los datos obtenidos una vez hecha la diseccion de cada

ejemplar en el laboratorio, fueron anotados en un protocolo elaborado a tales efectos (ANEXO H).

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de tejido de rifion se realizd a través del método de altas
concentraciones de sales (Laboratory AG, 2001) con algunas modificaciones. Aproximadamente
0,5 cm? de tejido de rifion fueron macerados en 600 pL de solucion buffer de lisis (Tris-Cl 10mM,
EDTA 1mM, SDS 0,1%) en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, luego se afiadi6 10 uL de
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proteinasa K y se incubd en un bloque seco digital durante 2 a 3 horas. La proteinasa K fue
inactivada con una incubacion a 94°C durante 10 minutos. Luego se adicion6 150 pL de NaCl
(6M) y se agitd durante 20 segundos. Se centrifug6 a 12.000 rpm a 4°C durante 10 minutos v el
sobrenadante obtenido se transfirio a otro tubo. Se adicion6 500 pL de etanol absoluto frio para
precipitar el ADN a -20°C durante toda la noche. Se realizaron dos lavados con etanol (70%) a
12.000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se sec6é el ADN precipitado
en un concentrador de acidos nucleicos a 55°C durante 20 minutos. EI ADN fue suspendido en 100
pL de solucién buffer TE (Tris CI 10 mM, EDTA 0,1 mM). Las muestras de ADN fueron
conservadas a -20°C hasta su posterior uso. La cuantificacion de ADN se realiz6 a través de un
espectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) a partir de 2 pL de la muestra de ADN.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realiz6 una PCR convencional con los cebadores LipL.32/270 forward (5’ - CGC TGA AAT
GGG AGT TCG TAT GAT T - 3”) y LipL32/692 reverse (5° - CCA ACA GAT GCA ACG AAA
GAT CCT TT - 37), descritos por Levett y col. (2005), que amplifican un fragmento de ADN de
423 pb del gen que codifica la lipoproteina LipL32. Las reacciones de PCR fueron realizadas en
un volumen total de 35 pL, de los cuales 2 pL correspondian a ADN de rifion de murciélago y el
resto del volumen al coctail de PCR, el cual fue preparado con las siguientes condiciones: buffer
de PCR 1X, MgCl; 3 mM, Tag ADN polimerasa 1 U/uL, dNTPs 0,25 mM (Invitrogen™, Life
Technologies), LipL32/270 0,1 uM, LipL32/692 0,1 uM. La PCR fue realizada con el siguiente
perfil térmico: una fase de desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineamiento a 55°C por 1 minuto y extensién a 72°C
por 35 minutos, y una extension final a 72°C por 6 minutos en un termociclador Veriti®, Applied
Biosystems (ANEXO 1). Se amplificd un control positivo y un control negativo que consistieron
en ADN de cultivos de Leptospira serovar Grippotyphosa y Leptospira biflexa serovar Patoc,

respectivamente.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%

a 80 voltios durante 50 minutos, en una solucién tampén TBE 0,5X, previamente tefiida con agente
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intercalante fluorescente (Gel Star, Lonza). El tamafio de las amplificaciones fue estimado con un
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen™, Life Technologies), y su visualizacion se
realizé por medio de un fotodocumentador, QUANTUM-ST4 (ANEXO J).

Algunos productos de PCR fueron escogidos aleatoriamente entre las diferentes especies de
quirdpteros capturadas para reacciones de secuenciacién. La secuenciacion de las muestras
positivas se llevé a cabo después de la purificacion de las mismas, por medio de un kit de extraccion
de ADN en gel. Las secuencias obtenidas fueron editadas con MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011) y
comparadas con la base de datos GenBank a traves de la herramienta BLAST (NCBI).

Analisis estadistico

Se realiz6 una comparacion entre la temperatura interior y exterior de los refugios mediante una
prueba de Mann-Whitney. También se compar0 la temperatura entre refugios. EI mismo analisis

se llevo a cabo para la humedad relativa. En ambos casos se utilizé softward SPSS.

Para valorar la posible asociacion entre la prevalencia de infeccion por Leptospira spp. patdgena
y las variables especie, estado reproductivo, edad relativa y sexo, se utilizaron Tablas de
Contingencia de Clasificacion Simple (Chi cuadrado), utilizando el software infostat, version

estudiantil.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacién de quirépteros

La muestra de quirdpteros del presente estudio estuvo constituida por 200 individuos
pertenecientes a 5 especies, incluidas en tres familias: Phyllostomidae, Molossidae y
Vespertilionidae. Se realizaron los ajustes taxondmicos de acuerdo a las claves de Diaz et al. (2016)
donde se ven involucrados dos taxones presentes en Colombia. Estos ajustes fueron: antes,
Loncophylla thomasi, actualmente, Loncophylla fornicata; antes, Eumops bonariensis,

actualmente, Eumops nanus.

La especie de mayor importancia por su alta proporcion en el total de individuos capturados y su
presencia en el mayor namero de refugios fue Lonchophylla fornicata (Tabla 2), el resto aparecen

con muy bajos valores del indice de importancia calculado.

Tabla 2. indice de importancia (Iimp) de las especies detectadas en el presente trabajo.

Especie Ni FC Ri FR lHE
Lf 133 0.665 8 0.727 1.39
Ap 15 0.075 5 0.454 0.53
En 19 0.095 3 0.272 0.37
Mm 31 0.155 2 0.181 0.34
M n 2 0.09 1 0.01 0.1

Las siglas aqui utilizadas como en las sucesivas Tablas corresponden a las siguientes denominaciones, Lf:
Lonchophylla fornicata; Ap: Artibeus planirrostris; En: Eumops nanus; Mm: Molossus molossus; Mn: Myotis
nigricans; Ni: nimero de individuos capturados de cada especie; FC: proporcién de individuos de cada especie en
relacion con el total de individuos capturados; Ri: nimero de refugios en los que se capturd cada especie; FR:
proporcion de refugios en que fue capturada cada la especie en relacion con el total de refugios muestreados; IIE:
indice de importancia de cada especie.
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La mayoria de las especies comparte refugio en diferentes proporciones. Sin embargo,

Lonchophyla fornicata aparece sola en 4 refugios y Molossus molossus, en uno de ellos (Fig. 3).

100% -

Proporcionde 90%
individuos >
capturados 80% -
70% 1 B Mn
60% - H Mm
50% - mLf
40% - B En
uAp
30% -
20% -
10% -
0% - Refugios

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Fig. 3. Frecuencia relativa de especies capturadas por refugios.

La Fig. 4 muestra la frecuencia de machos de quiropteros de distintas edades de acuerdo al estado
de osificacion de los huesos. Se observa que hay una proporcién considerable de individuos adultos
en relacion con los juveniles y viejos. En el caso de las hembras existe una tendencia similar de

crecimiento poblacional (Fig. 5).
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Fig. 4. Frecuencia relativa de machos de diferentes edades relativas de especies capturadas en las

instituciones educativas del municipio de Sincelejo.
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Fig. 5. Frecuencia relativa de hembras de diferentes edades relativas de especies capturadas en las

instituciones educativas del municipio de Sincelejo.

La temperatura y la humedad relativa ambiental medidas durante las noches de muestreo en el area
urbana del municipio de Sincelejo (Tabla 3), se comportaron de forma muy similar durante todo el
afio. Se mantuvo una temperatura relativamente baja en relacion con el dia en esta region y una

humedad alta.

Tabla 3. Promedios de temperatura y humedad relativa medidas en campo abierto en cinco meses

de 2013-2014 en la zona urbana del municipio de Sincelejo, Sucre.

Meses T (°C) HR (%)
mayo de 2013 27.6 80
octubre de 2013 28.3 78.6
enero de 2014 28.1 75
mayo de 2014 27.5 81.1
noviembre de 2014 27 77.3

En la Tabla 4 se observa la temperatura y la humedad relativa tanto interna como externa en los

refugios de murciélagos detectados en las diferentes instituciones educativas del municipio de
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Sincelejo, en horas del mediodia. Los refugios presentaron entradas de acceso relativamente
amplias, excepto el refugio 11, donde se observa un acceso muy estrecho. En este sitio solo fue
capturada Molossus molossus.

Tabla 4. Diametro de acceso (Da), altura maxima (Am), temperatura y humedad relativa interna
(Tint, HRint) y externa (Text, HRext)) en 11 refugios detectados en 4 instituciones educativas de

Sincelejo, Sucre. (Id: indeterminado).

Refugio Da (cm) Am Tint Text HRint HRext Materiales de construccion
(cm) °C) (C (%) (%) del techo y/o cielo raso

1 39x25 100 354 323 80.7 76.5 Cielo raso en Eterboard

2 23x17 85 36.1 323 81.2 76.4 Cielo raso en Eterboard

3 20x30 100 Id 322 Id 76.5 Cielo raso en Eterboard

4 80x40 120 Id 314 Id 71.6 Cielo raso en Eterboard

5 75x30 130 356 325 72 66.9 Cielo raso en madera

6 23x20 130 359 325 733 67.3 Cielo raso en madera

7 60x40 200 357 321 75.2 70.2 Cielo raso en madera

8 45x20 200 36 32.1 75.8 70.2 Cielo raso en madera

9 Id 380 Id 321 Id 70.2 Terminalia catappa

10 Id 450 Id 31.1 Id 69.1 Techo de palma

11 8x5 75 409 315 841 73.7 Cielo raso en madera

La temperatura al interior de 7 refugios resulté significativamente mayor que en el exterior de los
mismos (Tabla 5) y la Humedad Relativa presenta una tendencia similar, aunque no se obtuvo

significacion. En los ANEXOS K, L y M pueden apreciarse algunos de los refugios mencionados.

Tabla 5. Comparacion entre la temperatura y la humedad relativa dentro y fuera de 7 refugios de 4

instituciones educativas en Sincelejo, Sucre. (U: prueba U de Mann-Whitney).

Obs(1) vs Obs(2) N Rango Rango U Valor P
promedio(1) promedio(2)

T.int (°C) T.ext (°C) 7 11 4 0,000 0,0020

HR.int (%) HR.ext (%) 7 9,57 5,43 10 0,064

En el interior de los refugios la temperatura y humedad relativa permanecen con muy poca

variacion tanto en el dia como en la noche (Figs. 6 y 7).
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Fig. 6. Comparacion de la temperatura en el interior de los refugios durante el dia y la noche.
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Fig. 7. Comparacion de la Humedad Relativa en el interior de los refugios durante el dia y la noche.

Prevalencia de infeccion por Leptospira spp.

La prevalencia de infeccion por Leptospira en quirdpteros fue de 24% (48/200). En la figura 8 se
evidencia la presencia de ADN de Leptospira spp amplificada en algunas muestras. La
secuenciacion de ADN de Leptospira spp puede detallar en el ANEXO N.
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Fig. 8. Productos de PCR amplificados con los cebadores LipL32 descritos por Levett et al (2005).
(MP: marcador de peso molecular; carril 1: control negativo; carriles 2,5,9,10,11,12: fragmento de
lipL32 de 423 pb amplificado a partir de muestras de ADN; carril 13: control positivo).

De las especies muestreadas, solo en dos de ellas (Lonchophyla fornicata y Eumops nanus,
ANEXOS O y P) se detecto ADN de leptospiras (Tabla 6). De estos infectados 77,1% fueron
machos y 22,9% eran hembras. En relacidn al estado reproductivo, 54,1% y 45,9% eran individuos
inmaduros y maduros respectivamente. En cuanto a la edad relativa, se obtuvo que 20,8% de los
individuos, independiente del sexo, eran juveniles, 66,7% y 12,5% adultos y viejos

respectivamente.

En la Tabla 6 se evidencia que no existen diferencias significativas en la frecuencia de aparicion
de Leptospira spp. entre E. nanus y L. fornicata. Tampoco se obtuvo diferencia estadistica entre
los sexos ni edades relativas para ninguna de esas especies. La prevalencia de infeccion en
individuos activos desde el punto de vista reproductivo, independientemente del sexo, es
significativamente mayor que en los no activos para L. fornicata. La comparacion no es posible en

E. nanus debido a que no se colectaron hembras infectadas.

Tabla 6. Asociacion de la infeccién por Leptospira spp. con la especie, edad relativa, el estado

reproductivo y el sexo, en murciélagos capturados en Instituciones educativas de Sincelejo, Sucre.
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Prevalencia de

Ne. Ne. - o .
Variable Categoria Lr;dividuos indi_v_iduos E;ngs'g?ra por Estggjzggo valor-p
pturados positivos spp. (%)
Especie X?=2.16 0,14
A. planirostris 16 0 0
E. nanus 18 3 16,7
L. fornicata 133 45 33,8
M. molossus 31 0 0
M. nigricans 2 0 0
Edad X2=042 0518
relativa ’
Juvenil 3 1 33,3
En Adulto 12 2 17,7
Viejo 3 0 0
X?=293 0,23
Juvenil 34 9 26,5
Lf Adulto 75 30 40
Viejo 24 6 25
Estado X2=006 0,813
reproductivo ' ’
Inmaduro 5 20
En Maduro 13 15,4
X?=521 0,022
Inmaduro 91 25 27,5
Lf Maduro 42 20 47,6
Sexo
Macho 12 3 25
En Hembra 6 0 0
X?=2,68 0,107
Macho 88 34 38,6
Lf Hembra 45 11 24,4
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DISCUSION

El papel que desempefian los mamiferos voladores en la cadena epidemioldgica de Leptospira ain
no estd completamente esclarecido, por lo que cabe decir, que este estudio se convierte en el
primero en tratar de dilucidar ese papel en los murciélagos urbanos de la Regién Caribe de
Colombia como portadores de Leptospira spp. y/o en la transmisién de la leptospirosis.

La prevalencia de Leptospira spp. en quirépteros del area urbana del municipio de Sincelejo
demuestra que estos animales son reservorio de especies patdgenas de Leptospira en esta region.
Estudios realizados en el sur de Tanzania (Mgode et al., 2014) y el noreste de Pert (Bunnell et al.,
2000), sugieren que los quirépteros pueden ser reservorios potenciales en la trasmision de la
leptospirosis a seres humanos en estas regiones. Esos trabajos reportan una prevalencia de infeccion
renal de 27.3% y 35% respectivamente, similar a la hallada en el presente estudio, posiblemente

debido a que en estos paises se observan condiciones de clima tropical similares.

No obstante, Matthias, et al (2005) en la ciudad de Iquitos reportan una prevalencia de 3,4% en
quirdpteros insectivoros, porcentaje muy parecido al descrito por Bessa, et al (2010) en Brasil el
cual fue de 2%, sugiriendo que los quiropteros no son importantes en la transmision de la
leptospirosis en esta area y posiblemente, en otras areas urbanas con caracteristicas similares, pero
podria desempefiar un papel en el mantenimiento de leptospiras en el ambiente. Tanto asi, que los
mismos autores (Matthias et al., 2005) habian identificado a L. interrogans serovar
icterohaemorrhagie (variedad que se mantiene entre las ratas) en rifiones de microquirépteros en

Pera.

En concordancia, Dietrich, et al (2015) sefialan, que el predominio de Leptospira y la
seroprevalencia en poblaciones de murciélagos varian segun la especie y el lugar, tanto asi, que se
ha evidenciado que los murciélagos estan infectados por al menos cuatro especies de leptospiras
patogenas (L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. fainei), especialmente en regiones

tropicales con alta riqueza de especies de murciélagos.

En el presente trabajo se detectd Leptospira spp en dos especies de murciélagos (E. nanus y L.

fornicata) capturadas en el municipio de Sincelejo, Sucre. La mayor prevalencia la mostro L.
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fornicata que es la de mayor indice de importancia por hallarse con un mayor niimero de individuos
y estar presente en casi todos los refugios investigados. Ademas, se trata de una especie nectarivora,
que por la profusion de plantas en esta region (Sampedro et al., 2007) puede encontrar abundante
alimento, pero no existia informacidn de una posible asociacion de la infeccion con este gremio.
Para las otras especies, excepto E. nanus, es posible que no se detectara la infeccion por Leptospira,
debido al pequefio tamafio de la muestra o porque, como ha planteado Muhldorfer (2013), existen
algunas especies que estdn menos expuestas a la infeccion y en otras como los insectivoros

obligados (Molossus molossus) solo aparece de forma ocasional.

Con relacidn a la asociacion de la infeccidn con el estado reproductivo en L. fornicata, la cual esta
asociada simultaneamente al sexo en estos animales (mayor infeccion en machos activos), no se
debe plantear nada definitivo, debido a que no hay registros de infeccion para esta especie y porque
otros autores han hallado diferencias opuestas a las aqui obtenidas para especies distintas (mayor

infeccion en hembras) (Ramirez et al., 2014).

Detectar por primera vez leptospiras en quirdpteros capturados en Instituciones Educativas del
municipio de Sincelejo, Sucre, debe ser motivo de alerta para las autoridades de salud, sobre todo
si se considera que tanto los estudiantes como los educadores pasan un buen tiempo debajo de sus
refugios aumentando considerablemente la exposicion a sus excretas. Ademas, solo se tuvo en
cuenta las Instituciones Educativas para los muestreos, lo que excluye a un gran porcentaje de

edificaciones infestadas por murciélagos (Sampedro et al., 2008).

Los quirdpteros han encontrado una amplia gama de alternativas de refugios en las construcciones
humanas del municipio de Sincelejo, observandose en este trabajo, que la mayoria de ejemplares
capturados (92.5%) se ubicaban en los techos de las construcciones. Se aprecia incluso gque algunas
especies comparten refugio, lo cual permite reducir el costo de termorregulacién, como asi también
los costos de crianza en las especies con hembras con diferentes condiciones reproductivas (Suarez
y Lizcano, 2011). Esto pudiera facilitar la transmision de los agentes patégenos asociados a estos
individuos. En siete de los ocho refugios muestreados aparece L. fornicata con Leptospira spp y en

dos de ellos comparte el refugio con E. nanus.
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El sitio de descanso de los murciélagos urbanos estd muy relacionado con los disefios
arquitectonicos para climas célidos y himedos que mantienen ambientes frescos al interior de las
habitaciones aislando el calor de los techos y formando desvanes donde se reduce
considerablemente el flujo de aire y se mantiene temperatura y humedad relativa superiores a las
externas y relativamente constantes (Alberico et al., 2005). La mayoria de las especies registradas
en esta investigacion mostraron preferencia por cielos rasos altos y amplios y con techo de eternit
soportados con listones de madera y cielo raso de eterboard o madera. Al parecer es importante
para los murciélagos que la temperatura al interior de los refugios se mantenga constante y superior
a la externa, tanto en el dia como durante la noche (Sampedro et al., 2008). El rango observado en
el presente trabajo se encuentra dentro de lo registrado en refugios de murciélagos urbanos (30-
50°C) (Alberico et al., 2004). Ademas no se hallé diferencias estadisticas en cuanto la variable
temperatura y humedad relativa interna entre refugios, sin embargo se observé que los mayores
valores para ambas variables se presentaron en el refugio de Molussus molossus. Esto se debe
posiblemente a que el refugio presenta poca distancia entre el techo y el cielorraso (75 cm) y un
reducido acceso a los mismos (8 x 5 cm como promedio) lo que reduce ain mas la ventilacion de
estos espacios, es conocido que esto minimiza el costo de termorregulacion, necesario en las
hembras reproductivas debido a que las bajas temperaturas retrasan el desarrollo prenatal y de las
crias (Diaz & Linares, 2012). Las caracteristicas de este tipo de refugio son importantes cuando,
como en el caso de Molossus molossus, se requiere mayor seguridad para los neonatos incapaces
de volar, que la madre no carga durante sus breves periodos de alimentacion nocturna (Sampedro
et al., 2008). Es posible que estas caracteristicas del refugio en el caso de M. molossus, que no
comparten las otras especies, sea la razdn de que ni en la presente investigacién ni en otras

(Muhldorfer, 2013) se hayan encontrado leptospiras asociadas con esta especie.

Las especies de murciélagos detectadas en este trabajo parecen hallarse en buen estado de
crecimiento, segun los resultados relativos a la distribucion de edades (Odum, 1984), lo que

constituye otro motivo de alerta para las instancias de Salud de este municipio.



43

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La fisionomia del municipio de Sincelejo, con su profusion de plantas y gran cantidad de
luminarias, asi como los valores altos de temperatura y humedad, han permitido que los
murciélagos de diferentes gremios alimenticios encuentren alimento durante todo el afio. Por otra
parte, la presencia de edificaciones con disefios adaptados para climas tropicales, brindan a los
quirdpteros un sin namero de sitios para ser habitados por estos, especificamente en aquellas
construcciones que presentan cielorraso con escasa ventilacion, brindandole aun mas “beneficios”

a las hembras en estado reproductivo gestantes y/o lactantes.

La presencia de Leptospira en murciélagos del municipio de Sincelejo y la posibilidad de que esté
presente en otras muchas localidades, constituye un factor de riesgo, sobre todo para la poblacion

infantil, ya que la prevalencia ha sido detectada en edificaciones escolares.

El aislamiento de cepas de Leptospira en tejido de rifion u orina de individuos con prevalencia seria
de gran importancia a nivel epidemiologico, debido a que estos animales podrian cumplir un papel
como transmisores de la bacteria a otros mamiferos sinantropicos, como los roedores, ademas de
constituir un factor de riesgo para la comunidad. Esto es de relevancia, ya que la leptospirosis
humana es una enfermedad que en los Gltimos afios ha registrado un aumento de casos en Colombia

y en el mundo, considerandose una enfermedad re-emergente.

Atendiendo al hecho de que las especies prevalentes también hacen parte de la diversidad biolégica
de nuestro pais, se debe instrumentar un plan de educacién ambiental para incrementar el
conocimiento en la comunidad acerca de los dafios, perjuicios y beneficios causados por los
murciélagos, como también, medidas y recomendaciones que permitan disminuir la convivencia

con los quirdpteros sin dafiar a los individuos.

Se debe construir refugios para quirdpteros con las observaciones detalladas por Alberico et al.
(2004). Estas apuntan a la fabricacion de refugios de murciélagos que presenten los requerimientos
minimos para albergar colonias de esas especies urbanas. Los factores que influyen directamente

en la colonizacién de nuevos albergues serian el disefio, materiales de construccion, coloracion,
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exposicion solar, altura, proteccion ante depredadores, espacio, época de instalacion, asi como las

caracteristicas fisicas y climaticas halladas en la presente investigacion.

Teniendo en cuenta que los murciélagos muestran altos grados de fidelidad a sus refugios (Silva,
1979), el éxito de adopcién de refugios alternos, se veria mediado positivamente por la ejecucion
paralela de las recomendaciones para disminuir la presencia de murciélagos con la poblacion
humana propuestas por Sampedro y Martinez (2009). Para llevar esto a cabo en las instituciones
educativas y otras construcciones humanas, asi como tomar medidas de seguridad, sanitarias y de
conservacion, se debe efectuar la captura de la mayor cantidad de individuos, que serian todos
adultos reproductivos, jovenes y viejos, porque se realizaria fuera del periodo reproductivo,
utilizando redes de niebla ajustadas en tamafio para colocarlas en la salida de los refugios, a la hora
de salida de los animales. Los ejemplares serian extraidos de las redes cuidadosamente por personal
entrenado y colocados en jaulas amplias y tapadas con tela oscura, para ser llevados de inmediato
a los refugios artificiales, donde una Unica pequefia puerta seria abierta para facilitar su entrada en
estos sitios. Una vez dentro los animales, se cerrara la puerta del refugio artificial durante dos dias
cuando se abrira en una hora cercana a la puesta del sol para que salgan libremente (Alberico et al.,
2004).

Paralelamente a estos trabajos se debera tapar los mas minimos accesos a los antiguos refugios. Se
eliminaran los focos de infeccion por excrementos y orina en los refugios, y esto debe ser realizado

por un personal entrenado y autorizado por CARSUCRE.

Es conveniente que se efectden chequeos médicos a las personas que laboran o viven en locales

donde existe infeccién por murciélagos.
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ANEXOS

Anexo A. Extraccion de los murciélagos capturados con red de niebla.
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Anexo B. Freezer para conservar las muestras de tejido de rifion a -80 °C.
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Anexo C. Determinacion de la temperatura y humedad relativa en los refugios y del medio

ambiente.

/

Anexo D. Macho activo y no activo de Eumops nanus desde el punto de vista reproductivo.
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Anexo E. Hembra con diferentes condiciones reproductivas: gestantes(a); lactante (b) y ablactante

(©)




Anexo F. Mediciones morfométricas de los ejemplares capturados.

58



59

Anexo G. Protocolo de campo y de registros Morfométricos en el laboratorio.
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Anexo H. Protocolo para el registro de diseccion de los murciélagos.
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Anexo |. Realizacion de la prueba PCR a las muestras de ADN de rifion de Murciélagos.
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Anexo K. Refugio de Murciélagos en la Institucion Educativa Normal Superior de Sincelejo.

Anexo L. Refugio de Murciélagos en la Institucion Educativa Rafael Nufiez.
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Anexo M. Presencia de murciélagos en almacén de materiales de cultura en la institucién educativa

Rafael NUfiez.
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Anexo N secuencia de ADN de Leptospira spp. Patdgena.



Anexo O. Eumops nanus, Especie infectada con Leptospira spp.

Anexo P. Lonchophyla fornicata, Especie infectada con Leptospira spp.
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