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Resumen

Objetivos: el objetivo de la investigacion fue aislar protozoarios kinetoplastidos a partir de mamiferos silvestres en tres departamentos
de Bolivia, con la finalidad de identificar reservorios de tripanosomatidos que podrian causar infeccion en diferentes reservorios y enfer-
medades en el humano. Métodos: Los mamiferos silvestres fueron capturados en el Chaco, valles interandinos y la zona tropical de Boli-
via, utilizando trampas Sherman, Havahard y Tomahawk. Los animales capturados fueron anestesiados para realizar el xenodiagnéstico y
la extraccion de sangre por puncion cardiaca; el aislamiento de tripanosomatidos se realizé por hemocultivo utilizando medios de cultivo
NNN y su respectiva identificacion por las técnicas de PCR-RFLP en el laboratorio de Biologia molecular IIBISMED. Resultados: fueron
capturados 236 mamiferos silvestres pertenecientes a 30 especies, de las cuales 7 especies presentaron infeccion por hemoflagelados.
Trypanosoma cruzi fue aislado de Didelphis marsupialis, D. albiventris, Galea musteloides, Graomys domorum y Andalgalomis pearsoni; T.c
marinkellei y T. dionisii fueron aislados de Carolia perspicillata (murciélagos) y otros kinetoplastidos no identificados por herramientas
moleculares disponibles fueron aislados de mamiferos del género Graomys y Andalgalomys, capturados en las provincias Campero de
Cochabamba y Cordillera del departamento de Santa Cruz. Conclusiones: El T. cruzi, T.c. marinkellei, T. dionisii'y otros tripanosométidos se
encuentran infectando a marsupiales (Didelphis), roedores (Graomys y Andalgalomys) y cobayos silvestres (Galea) los cuales se encuen-
tran en su ciclo silvestre en las zonas estudiadas.
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Abstract

Objectives: The aim of this research was isolate kinetoplastid protozoan from wild mammals in three departments of Bolivia, to identify
Trypanosomatids reservoirs that could cause infection in different reservoirs and disease in humans. Methods: The wild mammals were
caught in the Chaco, valleys and the tropical zone of Bolivia, using Sherman, Havahard and Tomahawk traps. Captured animals were
anesthetized and xenodiagnosis and blood cardiac puncture was performed; trypanosomatides isolation using blood culture was done
in NNN culture media and the respective identification was performed by PCR-RFLP techniques in the molecular biology laboratory of
IIBISMED. Results: 236 wild mammals belonging to 30 species were captured, of which 7 species showed infection by hemoflagellates.
Trypanosoma cruzi was isolated from Didelphis marsupialis, D. albiventris, Galea musteloides, Graomys domorum and Andalgalomis pearso-
ni; T.c. marinkellei and T. dionisii were isolated from Carolia perspicillata (bats) and other kinetoplastid not identified by available molecular
tools were also isolated from Andalgalomys and Graomys mammals genus, from Campero and Cordillera provinces of Cochabamba and
Santa Cruz. Conclusions: The T. cruzi, T.c. marinkellei, T. dionisii and other trypanosomatids are infecting marsupials (Didelphis), rodents
(Graomys and Andalgalomys) and wild guinea pigs (Galea) which are found in a sylvatic cycle in the studied areas.

Keywords: Trypanosoma cruzi; mammals; infection; rodentia; bats; Bolivia.

Diferentes especies de protozoarios kinetoplastidos han
sido aislados de diversas especies de mamiferos silves-
tres, alguno de los cuales al ser transmitidos al hombre pue-
den producir patologias, como la enfermedad de Chagas cau-
sada por T. cruzi, y las leishmaniasis por diferentes especies de
Leishmania'>.

Segln investigaciones realizadas fueron identificados T.
lewisi y T. rangeli en roedores, marsupiales, murciélagos, etc"*
7. En el nuevo mundo los perezosos constituyen los reservo-
rios importantes de L. guyanensis / L. panamensis, los marsu-
piales (género Didelphis, Caluromys, etc.) y los roedores son
reservorios de L. mexicana, L. amazonensis y L. lainsoni. Por
otro lado se ha observado infeccion natural Rattus spp con L.
(V.) guyanensis®.
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Otros tripanosomatidos que se encuentra infectando a los
murciélagos son T. cruzi, T. vespertilionis, T. dionisii y T.c ma-
rinkellei’ .

Trypanosoma cruzi tiene como reservorio aproximada-
mente a ochenta especies de mamiferos silvestres en diferentes
paises de Latinoamérica, donde los mamiferos del género Di-
delphis (D. albiventris y D. marsupialis) constituyen sus princi-
pales reservorios, alcanzado hasta un 50% de infecciéon'*>'21,
Por este motivo estos mamiferos tendrian que considerarse
como una fuente potencial de ingreso de T. cruzi al ciclo do-
méstico, debido a su capacidad de invadir el peridomicilio'>'¢.
La transmision de Trypanosoma cruzi en las especies del gé-
nero Didelphis puede ocurrir tanto por la deposicion de las
heces de triatominos en la piel lastimada y en las mucosas,
como por via oral (alimentacién con murciélagos, roedores o
vectores infectados)'. Por otra parte los roedores son consi-
derados reservorios secundarios de T. cruzi entre los que po-
demos mencionar al género Akodon, Oligoryzomys, Calomys,
etc. armadillos (Dasypus) y murciélagos (Carolia)'’°.

En Bolivia pocos estudios fueron publicados referentes a
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la identificacién de protozoarios tripanosomatidos en mami-
feros silvestres, entre los cuales solo podemos evidenciar a T.
cruzi infectando a murciélagos y marsupiales. Los marsupia-
les son principales reservorios silvestres de este kinetoplasti-
do'”™. Por otra parte en un estudio realizado por Cortez MR
y col. en 2006, en la localidad de Cotapachi de Cochabamba,
reporta que el 47,5 % de roedores (Bolomys lactens y Akodon
boliviensis) y 26,7 % de marsupiales (Thylamys elegans) cap-
turados presentaron infeccién por T. cruzi*'. Basados en este
hecho es que la presente investigacion tiene por objetivo aislar
protozoarios kinetoplastidos a partir de mamiferos silvestres
en tres departamentos de Bolivia, con la finalidad de identifi-
car reservorios de Tripanosomatidos que podrian causar cier-
tas enfermedades en el humano.

Materiales y métodos

Area de estudio

El estudio fue realizado en las zonas de los Valles interan-
dinos correspondientes a las provincias de Campero (Sud
17°54°09” a 18°40°50”) y Mizque (-17° 56’ 27 S) del departa-
mento de Cochabamba, la provincia Charcas (Toro Toro 18°
02’ 00” S) del departamento de Potosi y Carrasco tropical (O
64°51°19; S 17° 0°14.8”) del departamento de Cochabamba;
el chaco boliviano correspondiente a la provincia Cordillera
(24°50’ y 25°30’ de latitud sur y los meridianos 57°30’ y 56°27°)
del departamento de Santa Cruz.

Capturas de mamiferos silvestres

Para la captura de los mamiferos se utiliz trampas tipo
Sherman, Tomahok y Havahard, dispuestas en transectas de
100 a 200 metros de distancia perpendiculares al camino, las
cuales estuvieron activas por siete noches consecutivas. En
cada transecta se instalé 40 trampas alternandose por cada
cinco trampas Sherman una Tomahow, la distancia entre
trampas fue de aproximadamente 5 m, dispuestas de forma
equidistante entre ellas. Las trampas fueron cebadas con una
mezcla de avena, esencia de vainilla, carne enlatada, mante-
quilla de mani, atin y pasas de uvas (Tarifa & Yensen 2001;
Vargas & Simonetti. 2004)>*. La revision de trampas se reali-
z6 cada 24 horas, recolectandose los animales que hayan sido
capturados y recebandose las mismas (figura 1).

Los mamiferos capturados fueron anestesiados previamen-
te con ketamina (20 mg/kg) por via intramuscular antes de so-
meterlos a la identificacién taxondmica, la toma de muestras
para xenodiagndstico y hemocultivo con la finalidad de aislar
y tipificar los tripanosomatidos que infectan a los mamiferos.
Después de la toma de muestras los animales fueron libera-
dos y las muestras tomadas fueron transportadas al Laborato-
rio de Parasitologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas
(IIBISMED) de la Universidad Mayor de San Simén (UMSS)
para continuar su procesamiento.

Xenodiagnéstico
A todos los animales capturados se les realizé xenodiag-
ndstico utilizando 6 ninfas de 3° estadio de Triatoma infes-

Figura 1. A la izquierda, marsupial (Didelphis albiventris) capturado en
trampa Tomahok; a la derecha, toma de muestras para xenodiagnéstico en
roedor (Proechimys brevicauda).

tans contenidos en un cilindro y colocados sobre el vientre del
animal por el lapso de 15 minutos (figura 1). Los triatominos
utilizados provenian del insectario de la Escuela Técnica de
Salud Boliviana-Japonesa de Cochabamba. Las lecturas de los
xenodiagnosticos se realizaron a los 30, 60 y 90 dias después
de la ingesta de sangre, mediante observaciéon microscépica
de las heces fecales utilizando objetivo 40x.

Hemocultivo

Fue obtenida aproximadamente entre dos a tres ml de san-
gre por puncién cardiaca, e inmediatamente inoculados en
forma estéril a dos tubos de medio de cultivo NNN-LIT, los
tubos sembrados fueron incubados entre 24 a 26°C de tem-
peratura en una estufa refrigerada, los cultivos fueron exa-
minados al microscopio a los 30, 60 y 90 dias después de la
inoculacidn. Los cultivos positivos fueron transferidos al La-
boratorio de Biologia Molecular, IIBISMED de la UMSS, para
la identificacion de los parasitos por PCR-RFLP.

Aspectos éticos

Los animales estudiados fueron capturados y manipulados
con la autorizacion del Viceministerio de Medio Ambiente,
Biodiversidad, Cambios Climéticos y Gestién y Desarrollo
Forestal de Bolivia.

Andlisis estadistico

El analisis de resultados se realizé6 mediante tablas de fre-
cuencia para indicar el nimero y/o porcentaje, mediante el
software Microsoft Excel 2010°.

Resultados

En el area de estudio fueron capturados 236 mamiferos sil-
vestres: 185 animales en las provincias de Carrasco, Mizque y
Campero del departamento de Cochabamba; 41 animales en
la provincia Cordillera del departamento de Santa Cruz y 10
animales en la provincia Charcas del departamento de Poto-
si. Las especies de mamiferos capturados en mayor nimero
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Tabla 1. Especies de mamiferos capturados en los Departamentos de Co-
chabamba, Santa Cruz y Potosi.

Especie de mamifero capturado Nombre comtn Ne
Carollia perspicillata Murciélago 66
Graomys domorum Raton 29
Desmodus rotundus Murciélago 14
Andalgalomys pearsoni Ratén 13
Didelphis albiventris Comadreja 12
Thylamys venusta Comadreja enana 12
Oryzomys cf. nitidus Ratén 1
Oligoryzomys microtis Raton 10
Galea musteloides Cobayo silvestre 9
Graomys griseoflavus Raton 8
Tolypeutes matacus Armadillo (mataco bola) 6
Didelphis marsupialis Comadreja 6
Otros mamiferos 40
Total 236

fueron, Carollia perspicillata, Graomys domorum, Desmodus
rotundus, Andalgalomys pearsoni, Didelphis albiventris, Thyla-
mys venusta, Oryzomys cf. nitidus, Oligoryzomys microtis,
Galea musteloides, Graomys griseoflavus, Tolypeutes matacus,
Didelphis marsupialis y otros mamiferos en nimero menor de
ejemplares (tabla 1).

De los 236 mamiferos, el 15% (n=37) presentd infec-
cién por tripanosomatidos las especies Carollia perspicillata
(n=18), Graomys domorum (n=3), Andalgalomys pearsoni
(n=3), Didelphis albiventris (n=>5), Galea musteloides (n=1),
Graomys griseoflavus (n=4), Didelphis marsupialis (n=3), tal
como se observa en la tabla 2.

Los tripanosométidos aislados por hemocultivos y tipifi-
cacion molecular en el laboratorio de Biologia Molecular fue-
ron identificados como Trypanosoma cruzi, T.c. marinkellei,
T. dionisii y parasitos tripanosomatidos no identificados por
herramientas moleculares disponibles en nuestro laboratorio.
Las especies Didelphis albiventris, Galea musteloides, Didel-
phis marsupialis capturadas en las zonas estudiadas, presen-
taron infeccidn solo por Trypanosoma cruzi, la especie Ca-
rollia perspicillata (murciélagos) capturadas en la provincia
Carrasco presentd infeccion por T.c. marinkellei o T. dionisii;
Graomys domorum, Andalgalomys pearsoni, presentaron in-

Tabla 2. Tripanosomatidos aislados de mamiferos silvestres en los Departa-
mentos de Cochabamba, Santa Cruz y Potosi.

Tabla 3. Trypanosoma cruzi en especies de mamiferos silvestres en los De-
partamentos de Cochabamba, Santa Cruz y Potosi.

Infectado con
Especie de mamifero Total capturados T. cruzi %
Graomys domorum 29 1 3
Andalgalomys pearsoni 13 1 8
Didelphis albiventris 12 5 47
Galea musteloides 9 1 11
Didelphis marsupialis 6 3 50

fecciéon por T. cruzi o por tripanosomatidos no identificados
y la especie Graomys griseoflavus presentd infeccion solo por
tripanosomatidos no identificados por las herramientas mole-
culares disponibles los cuales se encuentran circulando en las
provincia Campero de Cochabamba y Cordillera del departa-
mento de Santa Cruz. Otro resultado importante es que en las
provincia Charcas de Potosi y Mizque de Cochabamba solo se
identificé a T. cruzi infectando a roedores y marsupiales.

Fueron determinados como reservorios de Trypanosoma
cruzi, las especies Graomys domorum, Andalgalomys pearsoni,
Didelphis albiventris, Galea musteloides y Didelphis marsupia-
lis, siendo los principales reservorios D. albiventris y D. mar-
supialis con un 47% y 50% de infeccion respectivamente (tabla
3).

Otro resultado importante es que los tripanosométidos ais-
lados de los mamiferos silvestres desarrollados en medios de
cultivo in vitro (NNN modificado-LIT) en los primocultivos
tienen las siguientes caracteristicas morfoldgicas: las formas
epimastigotes de T.c. marinkellei y T. dionisii son de forma re-
lativamente redondeada y gruesas, con movimiento aletarga-
do, crecimiento réapido en primocultivos, pero no son capaces
de formar colonias ni adaptarse en cultivo in vitro (figuras 2c y
2d); los hemoflagelados no identificados son delgados, alarga-
dos en forma de hoz, con dificultad de desarrollarse y adaptar-
se en cultivo in vitro (figura 2b), a diferencia de las formas epi-
mastigotes de T. cruzi, los cuales son capaces formar colonias
de like amastigotes en primocultivos y adaptarse en cultivos in
vitro, hasta obtener cultivos masivos de formas epimastigostes
(figura 2a).

Discusion

En el presente estudio los resultados obtenidos nos mues-
tran que un 15% del total de mamiferos capturados presenta
infeccién por tripanosomatidos, entre ellos marsupiales

del género Didelphis, roedores del género Graomys, An-
dalgalomys y Galea (ratones y conejos), y murciélagos del
género Carollia. Uno de los principales tripanosomatidos
identificados fue T. cruzi que se encuentra infectando a
los mamiferos silvestres Didelphis marsupialis y Didel-
phis albiventris (50% de los animales capturados); resul-
tados que concuerdan con otras investigaciones donde
los marsupiales son los principales reservorios de este
tripanosomdtido pudiendo alcanzar hasta un 54% de

Tripanosomadtido Nede

identificado aislados Especie mamifero Provincia/Departamento

T. c. marinkellei (n=10)* 18 Carollia perspicillata Carrasco (CBBA)

T. dionisii (n=8)*

T. cruzi (n=1) 3 Graomys domorum Campero (CBBA)

No Amplificat (n=2)

T. cruzi (n=1) 3 Andalgalomys pearsoni  Cordillera (Santa Cruz)

No Amplificat (n=2)

T cruzi 5 Didelphis albiventris Mizque, Campero (CBBA),
Charcas (Potosi)

T. cruzi 1 Galea musteloides Charcas (Potosi)

No Amplificat 4 Graomys griseoflavus Cordillera (Santa Cruz)

T. cruzi 3 Didelphis marsupialis Carrasco (CBBA)

Total 37

infeccion*>'%3. Por el contrario en otras investigaciones

*Datos publicados por Garcia L, et al 2012°,
1 No amplifica: Tripanosomatidos no identificados con la herramientas moleculares disponibles.

realizadas en la provincia de Corrientes de Argentina ob-
tuvieron resultados contrarios donde los marsupiales no
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Tripanosomatidos aislados de mamiferos silvestres

Figura 2. Formas epimastigotes de Tripanosomatidos aislados de mamiferos silvestres en medio de cultivo NNN modificado-LIT (primocultivos): A T.
cruzi; B Tripanosomatidos no identificados; C T.c. marinckely y D T. dionisi, tefiidos con colorante Giemsa; observacion microscopica con objetivo 100x.

presentaron infeccién de T. cruzi, pero la sola presencia de D.
albiventris, reservorio silvestre primario de T. cruzi constituye
un factor de riesgo para la transmision de la enfermedad, ha-
biendo la posibilidad de que estos puedan infectarse al entrar
en contacto con vectores infectados en su recorrido e invadir
los ambientes domésticos y peridomésticos™'2.

Por otra parte en el sud este del Brasil, investigadores iden-
tificaron T. rangeli y T. cruzi en marsupiales 58,4 y el 8,3% res-
pectivamente e incluso reportaron la presencia de infecciones
mixtas en estos animales (33,3%)*, resultados que difieren a
los nuestros donde los marsupiales presentaron inicamente
infeccién por T. cruzi, no observandose infeccién por otros
tripanosomatidos.

Las investigaciones realizadas en Bolivia encuentran a T.
cruzi infectando a numerosas especies de mamiferos silves-
tres arboreas y terrestres tales como los marsupiales, eden-
tados (armadillo de la especie Dasypus), mas de 50 especies
de roedores, murciélagos y carnivoros primates'. Un estudio
realizado por Valette E. y col en 1988 en la zona de los Yungas
y el Alto Beni reporté infeccion por T. cruzi en 4 marsupiales
(D. marsupialis) y 1 armadillo (Dasypus novemcinctus)'®. Otro
estudio realizado en Cotapachi (Cochabamba), demuestra in-
feccion por T. cruzi en los roedores P. ocilae (61%) Bolomys
lactens (63%), Akodon boliviensis (43%) y el marsupial Thyla-
mys elegans (27%)*.

En el presente estudio, Trypanosoma cruzi fue también ais-
lado de roedores silvestres como Graomys domorum, Andalga-
lomys pearsoni'y Galea musteloide, resultados que concuerdan
con otras investigaciones donde T. cruzi fue aislado también
de roedores silvestres**. Los roedores Graomys domorum,
Andalgalomys pearsoni en nuestro estudios ademas de presen-
tar infeccién por T. cruzi, estaban infectados por otros tripa-
nosomatidos, los cuales no pudieron ser identificados por las
herramientas moleculares disponibles en nuestro laboratorio.
Segutn algunos investigadores los roedores pueden ser reser-
vorios de T. cruzi y otros tripanosomatidos como Leishma-
nia, T. lewisi y T. rangeli’”. Sin embargo, los tripanosomatidos
no identificados en nuestro estudio no amplificaron frente a
cebadores especificos para el género Leishmania ( datos no
mostrados), por lo que deducimos de que se tratarian de otros
hemoflagelados.

Otro de los trypanosomatidos aislados en el presente es-
tudio fueron T.c. Marinkelleiy T. dionisii (Garcia y col 2012)®
a partir de murciélagos de la especie Carolia persipillata cap-
turados en las zona de Carrasco Tropical de Cochabamba,
no observandose infeccion por T. cruzi, a diferencia de otras
investigaciones donde estos mamiferos han sido reportados
como reservorios de T. cruzi, y de otros tripanosomatidos
como Trypanosoma vespertilionis que es frecuentemente en-
contrado parasitando estos animales, por lo que los murcié-
lagos deberian ser considerados en los estudios epidemiolo-
gicos de la enfermedad de Chagas debido a la adaptacién de
muchas especies al domicilio humano''”.

Referente a las drea de estudio es importante remarcar que
los roedores infectados por los tripanosomatidos no identifi-
cados fueron capturados en las provincias Campero del de-
partamento de Cochabamba y Cordillera de Santa Cruz, las
cuales son contiguas por lo que suponemos que esto tripa-
nosomatidos estan circulando en esta zona, a diferencia de
las provincia Mizque y Charcas donde los roedores presentan
solo infeccién por Trypanosoma cruzi de la misma manera
que los marsupiales. Por otro lado en la provincia Carrasco T.
cruzi se encuentra infectando a roedores y marsupiales y T.c.
marinkellei y T. dionisii a murciélagos (Carolia perspicillata).

En conclusién podemos indicar que T. cruzi fue aislado
de mamiferos marsupiales (Didelphis) y de cobayos silvestres
(Galea), como también fueron aislados T. cruzi y otros tripan-
somatidos no identificados de roedores (Graomys y Andalga-
lomys) y T.c. marinkellei y T. dionisii se encuentra infectando
a murciélagos (Carolia perspicillata), parasitos tripanosomati-
dos que se encuentran en su ciclo silvestre en las zonas estu-
diadas.
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