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1. Titulo

Deteccion de virus respiratorios de la familia Coronaviridae en quirdpteros urbanos de las

provincias de Loja y Zamora Chinchipe.



2. Resumen

Los coronavirus son una familia de virus que pueden causar enfermedades altamente patogenas
y zoondticas tanto en animales como en humanos. Uno de los miembros mas conocidos de esta
familia es el Coronavirus tipo 2 (SARS-CoV-2), virus responsable de la pandemia de COVID-
19 que ha tenido impacto global sin precedentes. Los murciélagos son reconocidos como
reservorios naturales de los coronavirus, lo que significa que estos animales pueden albergar y
transmitir el virus de forma asintomatica. Dada la capacidad de los coronavirus para mutar y
evolucionar, es esencial llevar a cabo una vigilancia continua de la presencia y evolucion del
SARS-CoV-2 en poblaciones de murciélagos, ya que esto puede proporcionar informacion
valiosa para la prevencion de futuras pandemias y la proteccion de la salud pablica. En Ecuador,
existen escasos estudios relacionados a la aproximacion de los reservorios naturales del SARS-
CoV-2, ante esta situacion, se establecio un estudio de caracter observacional y transversal,
enfocado en identificar la presencia de SARS-CoV-2 y otros coronavirus en murciélagos.
Siendo asi, se captur6 un total de 126 murciélagos como muestreo no probalistico
(por conveniencia) provenientes de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe. En esta
investigacion, hemos integrado enfoques moleculares como la técnica RT-gPCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa). Los resultados revelaron una frecuencia de infeccion por
SARS-CoV-2 del 13,49 % en 4 especies distintas (Desmodus rotundus, Anoura geoffroyi,
Carollia perspicillata, Carollia sp). Ademas, identificamos la presencia de otros coronavirus
(CoV) en el 24,60 % de las muestras, con los virus (HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-229E,
HCoV-0OC43). Finalmente, empleamos la técnica de secuenciacion de genoma completo
(ILLUMINA), evidenciando similitudes que varian entre el 57 % y el 78 % entre los genomas
analizados y la secuencia de referencia para SARS-CoV-2 en humanos (NC_045512.2). La
deteccion de similitudes gendmicas entre los genomas analizados y la secuencia de referencia
para SARS-CoV-2 en humanos destaca la importancia de comprender la diversidad viral en
poblaciones de murciélagos, lo que puede tener implicaciones para la vigilancia epidemioldgica

y la comprension de la posible transmisién zoondtica de coronavirus.

Palabras clave: Coronavirus; Transmision inversa; RT-qPCR; SARS-CoV-2; murciélagos.



Abstract

Coronaviruses are a family of viruses that can cause highly pathogenic and zoonotic diseases
in both animals and humans. One of the best-known members of this family is Coronavirus
type 2 (SARS-CoV-2), the virus responsible for the COVID-19 pandemic that has had
unprecedented global impact. Bats are recognized as natural reservoirs of coronaviruses, which
means that these animals can harbor and transmit the virus asymptomatically. Given the ability
of coronaviruses to mutate and evolve, it is essential to conduct ongoing surveillance of the
presence and evolution of SARS-CoV-2 in bat populations, as this may provide valuable
information for the prevention of future pandemics and the protection of public health. In
Ecuador, there are few studies related to the approximation of the natural reservoirs of SARS-
CoV-2. In view of this situation, an observational and cross-sectional study was established,
focused on identifying the presence of SARS-CoV-2 and other coronaviruses in bats. Thus, a
total of 126 bats were captured as a non-probabilistic sampling (by convenience) from the
provinces of Loja and Zamora Chinchipe. In this research, we integrated molecular approaches
such as the RT-qPCR technique (Quantitative Polymerase Chain Reaction). The results
revealed an infection frequency of 13.49 % with SARS-CoV-2 across four different species
(Desmodus rotundus, Anoura geoffroyi, Carollia perspicillata, Carollia sp). Additionally, we
identified the presence of other coronaviruses (CoV) in 24.60 % of the samples, including
viruses (HCoV-NL63, HCoV-HKUL1, HCoV-229E, HCoV-0C43). Finally, we employed the
full genome sequencing technique (ILLUMINA), revealing similarities ranging between 57 %
and 78 % among the analyzed genomes and the reference sequence for SARS-CoV-2 in humans
(NC_045512.2). The detection of genomic similarities between the analyzed genomes and the
reference sequence for SARS-CoV-2 in humans underscores the importance of understanding
viral diversity in bat populations, which may have implications for epidemiological surveillance

and the understanding of potential zoonotic transmission of coronaviruses.

Keywords: Coronavirus; Reverse transmission; RT-gPCR; SARS-CoV-2; bats.



3. Introduccién

Los coronavirus presentan en su genoma Acido Ribonucleico (ARN) segmentado
monocatenario que infectan a diversos animales de importante actividad econdmica
(Gorbalenya et al., 2020). Entre los virus que han causado pandemias mundiales se encuentran
el Coronavirus Agudo Severo (SARS-CoV) causante de la Pandemia en el afio 2002-2003, el
Coronavirus del Oriente Medio (MERS-CoV) responsable de la pandemia en el afio 2012 y el
Coronavirus de tipo 2 (SARS-CoV-2) autor principal de la enfermedad con origen zoon6tico
COVID-19, que provoco la pandemia del afio 2019-2020, por transmitirse de un huésped animal
a un humano (Wong et al., 2020; Zhou et al., 2020a).

Los murcielagos son reservorios de diversos virus y poseen una amplia distribucion geografica,
al igual que muchos huéspedes y patdgenos virales humanos (Zhou et al., 2020a). EI SARS-
CoV-2 es el agente de la nueva enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), misma que es
una zoonosis asociada a los murciélagos, mamiferos que portan de forma natural este tipo de
virus (Athni et al., 2021). De acuerdo con Simmons y Cirranello (2020) en la Tierra hay més
de 1,400 especies de murciélagos, los mismos que se clasifican en frugivoros (se alimentan de
frutos), nectarivoros (se alimentan del néctar y polen de las flores), carnivoros (que cazan aves,

ratones, ranas y pececillos) y finalmente vampiros (que se alimentan de sangre).

Varios estudios a nivel internacional han reportado la presencia de SARS-CoV-2 y otros
coronavirus en murciélagos (Zhang et al., 2020b; Dileepan et al., 2021; Woo et al., 2006b; Eloit
et al., 2020; Schlottau et al., 2020; Ge et al., 2016). En la actualidad se desconoce exactamente
el origen del SARS-CoV-2, asi como su introduccion a la poblacion humana. Desde su
aparicion, se han estudiado numerosas especies animales para identificar posibles reservorios o

huéspedes intermediarios.

Existe una gran variedad de murciélagos insectivoros del género Rhinolophus relacionados con
el SARS-CoV-2 como el R. shameli aislado en Camboya en el afio 2010 (Delaune et al., 2021),
R. pusillus y R. malayanus descubiertos en China durante los afios 2020 y 2019,
respectivamente (Zhou et al., 2021b), R. acuminatus encontrado en Tailandia en el afio 2020
(Wacharapluesadee et al., 2021) y R. cornutus aislada en Japén en el afio 2013 (Murakami et
al., 2020). El genoma mas cercano del SARS-CoV-2 transmitido por murciélagos sigue siendo
el de R. affinis, RaTG13 descubierto en China en el afio 2013 (Zhou et al., 2020a; Rahalkar et

al., 2020), con un 96,1 % de identidad a nivel del genoma completo.



Desde su aparicion en humanos, el SARS-CoV-2 ha evolucionado a través de mutaciones
esporadicas y eventos de recombinacion, que permiten al virus propagarse mas ampliamente, o

escapar a los anticuerpos neutralizantes (Jackson et al., 2021; Rochman et al., 2021).

Sin embargo, existe escasa informacién en el Ecuador sobre coronavirus en especies
caracterizadas como reservorios naturales, por lo que, es importante cuestionarse si el origen
estd basado en el salto inter-especie a partir de la fauna silvestre para poder abordar la necesidad
de incorporar procesos de investigacion sistematicos orientados a conocer las enfermedades

emergentes que afectan a una especie determinada o aérea geogréafica.

Numerosos coronavirus estudiados previamente han demostrado la capacidad de cruzar la
barrera entre especies y transmitirse de animales a humanos. Por consiguiente, resulta crucial
investigar si el SARS-CoV-2 comparte esta caracteristica. Actualmente, se plantean varias
hip6tesis sobre su origen, entre las cuales destaca la posibilidad de un origen zoonético, donde
ciertos animales podrian desempefiar roles tanto de hospedadores naturales como
intermediarios. Asi mismo, se pone en duda la relacién existente entre el contacto estrecho que
poseen los humanos con otras especies animales domésticas. Con base a estos antecedentes, se
planted los siguientes objetivos: Detectar coronavirus relacionados con el sindrome respiratorio
agudo severo en murciélagos de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe. Para ello se

determind la transmisién de SARS-CoV-2 entre las especies.



4. Marco Tebrico

4.1 Generalidades de los coronavirus

Los coronavirus (CoV) son una amplia familia de virus que producen diversas
afecciones desde el resfriado comin hasta enfermedades graves. Poseen una nucleocéapside
helicoidal y punta en forma de corona. Actualmente existen 39 especies (Organizacion Mundial
de la Salud, 2020a). Entre los virus altamente patdgenos y causantes de pandemias mundiales
tenemos el Coronavirus Agudo Severo (SARS-CoV), el Coronavirus de Oriente Medio (MERS-
CoV), el Coronavirus tipo 2 (SARS-CoV-2) autor principal de la enfermedad con origen
zoonotico conocida como COVID-19 (Cui et al., 2019; Zhou et al., 2020a). Se estima que 6
coronavirus infectan a huéspedes humanos como el Coronavirus humano 229 (HCoV-229E),
Coronavirus humano OC43 (HCoV-OC43), Coronavirus humano NL63 (HCoV-NL63),
Coronavirus humano de HKU1 (HCoV-HKU1), Coronavirus Agudo Severo (SARS-CoV),
Coronavirus de Oriente Medio (MERS-CoV) (Fehr y Perlman, 2015).

4.1.1. Taxonomia de los coronavirus

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) (2020), los CoV se
clasifican basandose en pruebas seroldgicas y moleculares. La mayoria de los coronavirus de
tipo alfa y beta tienen como hospedadores a mamiferos, mientras que los coronavirus de tipo
gamma generalmente infectan aves. Los coronavirus de tipo delta, descubiertos recientemente,
se han encontrado tanto en aves como en cerdos (Khalil y Khalil, 2020; Woo et al., 2012a).

Ademas, dentro del género beta-coronavirus existen 4 linajes: A, B, Cy D.

4.1.2 Caracteristicas morfolégicas y estructurales

Los coronavirus son un grupo de virus envueltos con genomas de ARN no segmentado,
monocatenario y de sentido positivo (Schoeman y Fielding, 2019). En promedio su estructura
gendmica posee 30 kilobases (kb) y se encuentra rodeado por 4 proteinas estructurales: proteina
de nucleocépside (N), proteina transmembrana (M), proteina de la envoltura (E) y la proteina
de espiga (S) (Vlasova et al., 2007).

Proteina N: al unirse al genoma del ARN del CoV, se encarga de la replicacion del
ARN virico y da la respuesta del huésped a la infeccion virica. Como se encuentra ubicada en

el reticulo endoplasmatico (RE) colabora en el ensamblaje y la gemacion (Chen et al., 2020).



Glicoproteina S: facilita la union viral a células susceptibles, provoca la fusion celular
e induce anticuerpos neutralizantes. Los cambios en la glicoproteina S son responsables de la
variedad de hospedadores de los coronavirus y del tropismo tisular (Wan et al., 2020). Presenta
2 subunidades, la S1 posee actividad neutralizante y se asocia a receptores; la S2 media la fusién

de las membranas virales y celulares (Hasoksuz et al., 2002; Vlasova et al., 2007).

Proteina M: convierte las membranas celulares en fabricas, donde los factores del virus
y del huésped se unen para formar nuevas particulas viricas, es decir, favorece el ensamblaje y

estan dirigidas a las proximidades del aparato de Golgi (Neuman et al., 2011).

Proteina E: es la mas pequefia y se expresa abundantemente en el interior de la célula
infectada durante el ciclo de replicacion, se localiza en el compartimiento intermedio RE-
Golgi, el lugar de trafico intracelular, donde participa en el ensamblaje y la gemacion viral.
Ademas, es esencial para la liberacion de viriones y esta implicada en la patogenesis del virus
(Schoeman y Fielding, 2019).

4.1.3 Interacciones de la proteina Sy su receptor

Las interacciones entre la proteina S y su receptor inician con la adhesion inicial del
virion a la célula huésped (Bosch et al., 2003). Los sitios de dominio de unién al receptor (RBD)
se encuentran en el N-terminal de S1 (MHV), y otros como (SARS- CoV y SARS- CoV-2) en
el C-terminal de S1. La union al receptor y el acceso al citosol de la célula huésped, se consigue
mediante la escision proteolitica acido-dependiente de la proteina S por una catepsina, proteasa
transmembrana serina 2 (TMPRRS2) u otra proteasa, seguida de la fusion de las membranas
viral y celular (Wan et al., 2020).

Segun Li (2015) muchos coronavirus alpha (HCoV-229E, TGEV, PEDV, FIPV, CCoV)
para ingresar a las células huésped emplean la aminopeptidasa N (APN), otros como HCoV-
NL63, SARS-CoV, y el SARS-CoV-2 utilizan la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2).

4.1.4 Presencia Virus Respiratorios en animales
Desde tiempos remotos las enfermedades infecciosas han existido en la humanidad,
causando infecciones severas provocadas por patdgenos emergentes provenientes de animales,

considerados como vectores zoono6ticos. Asi, por ejemplo: en diferentes estudios se han



detectado secuencias gendémicas muy similares al virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV)

en murciélagos (LePan, 2020; Ismail et al., 2001; Menachery et al., 2015).

También se ha determinado que el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV)
provoca el desarrollo de una enfermedad letal denominada peritonitis infecciosa felina (FIP)

que posee forma seca y humeda (Tekes y Thiel, 2016).

Por otro lado, el virus de la gastroenteritis transmisible porcina (TGEV) y la diarrea
epidémica porcina (PEDV) reconocida en 1946, causan gastroenteritis graves en lechones
jévenes que provocan una morbilidad y mortalidad significativas. La industria ganadera se vié
afectada por coronavirus bovinos (BCoV) y su infeccion se propagd a una variedad de rumiantes

incluyendo alces, jirafas, ciervos y camellos (Alekseev et al., 2008).

Otro ejemplo es el virus de la bronquitis infecciosa (IBV) que afecta al tracto urogenital
de los pollos, causando enfermedad renal. La produccion de huevos se reduce
significativamente y fue el primer CoV notificado por Beaudette y Hudson en 1937 (Jackwood,
2012; Ismail et al., 2001).

El CoV animal mas estudiado es el virus de la hepatitis murina (VHM), que causa una
variedad de afecciones en ratones, incluidas infecciones respiratorias, entéricas, hepaticas y
neurologicas, fue identificado por primera vez por Cheever y sus colaboradores en 1949
(Perlman y Netland, 2009; Cheever et al, 1949).

4.2 SARS-CoV-2 a nivel mundial

Wong y colaboradores (2020) mencionan que, en diciembre del 2019 se conocia que los
coronavirus infectan a diversos vertebrados de importancia econémica tales como aves, ganado
bovino y porcino; ademas de animales salvajes como murciélagos, ratones, jirafas, ballenas,
entre otros. Tyrrell y Bynoe (1965) describieron el primer caso de coronavirus humano (B814)
a partir de un cultivo de 6rganos de trdquea embrionaria humana tomada de un escolar resfriado.
Hamre y Procknow (1966) recuperaron 5 cepas del virus en cultivos de tejidos tomados de

estudiantes de medicina resfriados en la misma época.

Por su lado, Almeida y Tyrrell (1967) examinaron la cepa prototipo HCoV 229E, y su

morfologia resulté ser idéntica a la de B814. Mediante la técnica de cultivo de 6rganos



posteriormente se recuperaron otras 6 cepas prototipo HoV OCA43, asi como 3 cepas

consideradas antigénicamente no relacionadas con OC43 o 229E.

En la provincia china de Guangdong, durante el invierno de 2002 a 2003, aparecio una
forma inusual y mortal de neumonia, etiquetada como sindrome respiratorio agudo severo
(SARS). Esta enfermedad se extendié a Hong Kong a finales de febrero y, en cuestién de dias,
se propago el virus sembrando brotes en Vietnam, Singapur, Canada y otros lugares. EIl punto
de aparicidn inicial del SARS-CoV en un reservorio animal fue en los mercados de animales

vivos de Guangdong (Menachery et al., 2015).

En el sur de China, una enfermedad respiratoria virica aparecié por primera vez en
noviembre del 2002, misma que se propagé rapidamente a otros paises, dando lugar a méas de
8000 casos confirmados al final de la epidemia en junio de 2003 (Perlman y Netland, 2009). El
agente etioldgico se identifico como SARS-CoV, un beta-coronavirus zoonético originado en
murciélagos de herradura que posteriormente se adaptd para infectar al huésped intermediario

civeta de palma y finalmente a los humanos (Li et al., 2005c; Song et al., 2005).

El coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) se aisl6 en
2012 del pulmon de un paciente de 60 afios de edad que desarrollé neumonia aguda e
insuficiencia renal en Arabia Saudita. Incluso el MERS-CoV se descubrio en frotis nasales de
camellos dromedarios (reservorio), convirtiéndolo en uno de los virus mas devastadores

conocidos por el ser humano (Perlman y Netland, 2009).

En 2016 al sur de China, existio un brote a gran escala de una enfermedad causada por
un coronavirus en murcielagos (Bat-CoV) relacionado con HKUZ2, que afecto a 24000 lechones

causando el sindrome de diarrea aguda porcina CoV (Menachery et al., 2015).

Aunqgue no se ha registrado ningun caso de SARS desde 2004, en una cueva de Yunnan
(China) se descubrio una rica reserva genética de coronavirus de murciélagos relacionados con

el SARS, lo que pone de relieve la necesidad de prepararse para una futura reemergencia.

Las especies de murciélagos relacionadas con el coronavirus causante del sindrome
respiratorio agudo grave (SARS) son Rhinolophus affinis, Rhinolophus sinicus y se distribuyen

principalmente en China, Europa y Africa (Hu et al., 2017).



La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) causante del sindrome respiratorio
agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), se detectd en Wuhan-China el 31 de diciembre del
2019 (Wu et al., 2020). El 12 de enero de 2020, China compartio la secuencia genética del
nuevo coronavirus (Lu et al., 2020). En poco tiempo se habia propagado por todo el mundo y
el 30 de enero del 2020 la Organizacion Mundial de la salud (OMS) informo oficialmente la
epidemia de COVID-19 como una emergencia internacional (Gorbalenya et al., 2020). Las
infecciones por SARS-CoV-2 estan ahora muy extendidas segun el informe de situacién
epidemioldgica (SITREP) en mas de 210 paises (Lu et al., 2020).

La investigacion para determinar el agente causal del COVID-19 fue tan exhaustiva que,
para el 7 de enero de 2020, cientificos del Centro Clinico de Salud Publica de Shanghai,
asociado a la Universidad de Fudan, identificaron el patdgeno responsable del COVID-19y lo
caracterizaron genémicamente (Liu et al., 2020a). Cientificos de Hong Kong, Japon, China,
Tailandia y Estados Unidos, asociados a universidades e institutos publicos compartieron sus

protocolos de deteccion a la OMS entre el 23 y 28 de enero de 2020 (Corman et al., 2020).

Cuando se comparo el gen S del SARS-CoV-2 con el gen S del SARS-CoV, bat-CoV
(As6526), bat-CoV (RaTG13), visén-CoV, y pangolin-CoV, se encontré que una similitud del
71,41 %, 68,17 %, 92,86 %, 30,89 %, y 90 %, respectivamente (Li et al., 2020b).

4.2.1 SARS-CoV-2 en el Ecuador

Segun la OMS (2020a) la expansion del brote de COVID-19 inicié en Wuhan-China y
se alertd desde inicios de 2020 a todos los paises del mundo y a mediados de febrero lleg6 a
Latinoameérica. En Ecuador, el primer caso confirmado venia de una adulta mayor ecuatoriana
que llegd de Espafia el 14 de febrero. Al momento del arribo no presentd ningun sintoma, pero
dias después presento fiebre, malestar general, luego de realizar las pruebas pertinentes, dio
positivo para COVID-19. Quince dias después, el 13 de marzo, se convirtio en la primera
fallecida por la enfermedad en territorio nacional. Aunque se la report6 el 29 de febrero del

2020 como primer caso en Ecuador (Periodista digital, 2021).

Mediante acuerdo Ministerial No 00126-2020 emitido el 11 de marzo de 2020 por la
Ministra de Salud, se declara el Estado de Emergencia Sanitaria en el Sistema Nacional de
Salud (Ministerio de Salud Publica, 2020).
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La provincia mas afectada fue Guayaquil, donde hospitales y funerarias no se abastecian
con las personas fallecidas, los contagios en Guayas, Manabi, Santa Elena, EI Oro y Los Rios
se iban acelerando. Los médicos luchaban contra un enemigo del que poco se sabia. Los
contagios se incrementaron exponencialmente en provincias de la Sierra, sobre todo en
Pichincha, cuya capital es Quito, encaminandose hacia Cuenca, Loja. Finalmente llego al

Oriente desde Zamora a Orellana (Periodista digital, 2021).

4.2.2 SARS-CoV-2 en animales domésticos y carnivoros salvajes

Existen algunos estudios experimentales realizados en animales para determinar la
susceptibilidad al SARS-CoV-2, asi como en una investigacion se inoculd el virus via intranasal
demostrando que tanto los gatos como los hurones son muy susceptibles al SARS-CoV-2,
mientras que los perros presentan una susceptibilidad baja (Shi et al., 2020). Los perros
mapache fueron considerados anteriormente y actualmente como hospedadores puente a la
infeccion. Sin embargo, los pollos, patos y cerdos son poco susceptibles a este nuevo virus
(Meekins et al., 2020; Schlottau et al., 2020).

En otro trabajo se realiz6 una prueba de ELISA tipo Sandwich para detectar la presencia
de anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 en ganado doméstico (vacas, caballos, ovejas
(vaca, caballo, oveja y cerdo), aves de corral (pollo, pato y ganso), animales de compafiia (perro
y gato) y animales de experimentacion (raton, rata, conejo, cobaya y mono), sin embargo,

ninguna de las muestras resulto positiva (Deng et al., 2020).

También en un estudio se realiz6 la inoculacién experimental del coronavirus en ovejas
para investigar su susceptibilidad al SARS-CoV-2, en donde los resultados indicaron que estos
animales tienen una baja susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2. Desde su propagacién
en humanos, se han documentado saltos secundarios del SARS-CoV-2 de los humanos a
multiples poblaciones domésticas y salvajes de mamiferos. Comprender el grado de adaptacién
a estos huéspedes animales es fundamental para evaluar la amenaza que supone la propagacion
del SARS-CoV-2 adaptado de los animales a los humanos (Gaudreault et al., 2021).

4.2.3 Expresion de ACE2 en animales

Una especie que posee un receptor ACE2 corre el riesgo de infectarse con el SARS-
CoV2 (Wei et al., 2021). Segun los estudios de homologia ACEZ2, la transmision directa del
SARS-CoV-2 del murciélago al ser humano es poco probable. Sin embargo, la rapida

adaptacion de un CoV similar al SARS de los murciélagos en diferentes especies de mamiferos
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de alto riesgo comparte una buena homologia que podria permitir la unién con receptores ACE?2

similares a los humanos (Wei et al., 2021, Khan et al., 2021).

El ACE2 se expresa en tejidos como el rifion y el higado en gran medida. Los gatos
como los hurones expresan ACE2 en los pulmones, mientras que el perro y el gato lo expresan
en la piel (Shi et al., 2020). Existen especies conocidas que por su falta de susceptibilidad a la
infeccion por SARS-CoV-2 presentan mutaciones no conservativas en varios residuos de

aminoacidos de ACE?2.

Las familias Primates, Cricetidae, Bovidae, y Cetacea presentan aminoacidos criticos
que tienen la capacidad de unién con el RBD del SARS-CoV-2 (Luan et al., 2020b). El analisis
genético de la secuencia ACE2 y TMPRSS2 ha sugerido que los monos de la sabana
(Chlorocebus sp.) se consideren como huéspedes susceptibles a la infeccion por SARSCoV-2,

con posibilidad de infecciones bidireccionales con los humanos (Sharun, et al., 2021).

En un estudio realizado por Damas y colaboradores (2020), se compard la capacidad de
unién de ACE2 del SARS-COV?2 en diversos animales que incluye especies de cetaceos (12),
roedores (7), cérvidos (3), primates lemuriformes (3), junto con el oso hormiguero gigante
(Myrmecophaga tridactyla), el o0so melero u 0so hormiguero amazonico (Tamandua
tetradactyla) y el colobo de Angola (Colobus angolensis).

El analisis genomico identifico que el SARS-CoV-2 esta estrechamente relacionado con
los CoV derivados de animales salvajes, entre ellos Paguma larvata (civeta de palma
enmascarada), Paradoxurus hermaphroditus (civeta palmera asiatica), Aselliscus stoliczkanus
(murciélago tridente de Stoliczka) y Rhinolophus sinicus (murciélago de herradura rufo chino)
(Lietal., 2020b; Sharun, et al., 2021).

4.2.4 Variantes de SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 ha mutado constantemente durante el transcurso de la pandemia, lo
que dio como resultados variantes que son diferentes del virus SARS-CoV-2 original. En los
altimos meses del 2020 aparecieron diversas variantes del SARS-CoV2 que suponen un alto
riesgo para la salud publica mundial. Estas variantes se clasifican en Variantes de Interés (VOI)
y Variantes Preocupantes (VOC) con el fin de priorizar la vigilancia y la investigacion a escala

mundial (Organizacion Mundial de la Salud, 2019a).
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Una mutacion adaptativa localizada en el dominio RBD del SARS-CoV-2 denominado
(Y453F), se ha detectado en mas 200 granjas de visones, se especula que las poblaciones con
COVID-19 transmitieron el SARS-CoV-2 a visones en los Paises Bajos en abril del 2020.
Posteriormente, el virus asociado a los visones (mMiSARS-CoV-2) se propagd a los humanos
(Bayarri et al., 2021). Hallazgos recientes indican que los animales de compafiia como perros
y gatos tambien son susceptibles a las variantes de SARS-CoV-2 identificadas en seres

humanos (Ferasin et al., 2021).

Los primeros casos conocidos de infeccion por SARS-CoV-2 con la variante de Reino
Unido (B.1.1.7) fueron en un gato doméstico de pelo corto y un perro labrador negro que
convivian en el mismo hogar Texas-Estados Unidos (Mallapaty, 2020; Eiros y Hernandez,
2022).

Por lo tanto, se necesitan mas estudios para evaluar si las nuevas variantes de SARS-
CoV-2 son mas transmisibles o peligrosas en animales. También se ha especulado con la
posibilidad de que los gatos y otros mamiferos acaben convirtiéndose en huéspedes de
mantenimiento del SARS-CoV-2 tras la propagacion, contribuyendo asi a complicar a

complicar el panorama epidemioldgico (Bosco et al., 2020, Franklin y Bevins, 2020).

4.2.4.1 Variantes de interés (VOI)

Las VOI poseen marcadores genéticos especificos que afectan a la transmisibilidad
viral, virulencia, la reduccion de la neutralizacion por anticuerpos obtenidos mediante infeccion
natural o la vacunacién, la capacidad de eludir la deteccion, o una disminucién de la eficacia de
la terapéutica o la vacunacion. Entre ellos Epsilon (B.1.427 y B.1.429); Zeta (P.2); Eta
(B.1.525); Theta (P.3); Lota (B.1.526); Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37) y Mu (B.1.621)
(CDC, 2021; Eiros y Hernandez, 2022).

4.2.4.2 Variantes preocupantes (VOC) del SARS-CoV-2

Alfa (linaje B.1.1.7). Descrita en el Reino Unido, presenta 17 mutaciones (8 mutaciones
en la proteina Spike-A69-70 delecion, A144 delecion, N501Y, A570D, P681H, T716I, S982A,
D1118H) en el genoma viral. La mutacion N501Y en la proteina S, muestra un aumento de la
afinidad de la proteina por los receptores ACE 2 [35,36] receptores ACE 2 (Volz et al., 2021,
Galloway et al., 2020).
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Beta (linaje B.1.351 0 GH501Y-V2). Detectada por primera vez en Sudafrica en
octubre de 2020 y fue responsable de la segunda oleada de infecciones por COVID-19. Nueve
mutaciones (L18F, D80A, D215G, R2461, K417 N, E484K, N501Y, D614G yA701V) en la
proteina S, tres mutaciones (K417 N, E484K y N501Y) situadas en el dominio de unién al
receptor (RBD) aumentan la afinidad de unién a los receptores ACE (Tegally, 2021).

Gamma (linaje P.1 o GR/501Y-V3). Identificada en diciembre de 2020 en Brasil,
presenta diez mutaciones en la proteina S (L18F, T20 N, P26S, D138Y, R190S, H655Y,
T10271V1176, K417T, E484K y N501Y) con tres mutaciones (L18F, K417 N, E484K) en el
RBD (CDC, 2021; Tegally, 2021).

Delta (linaje B.1.617.2). Identificada inicialmente en diciembre de 2020 en India, fue
responsable de la mortifera segunda oleada de COVID-19. Alberga diez mutaciones (T19R,
(G142D¥*), 156del, 157del, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R, D950N) en la proteina S
[34,38]. Su sublinaje asignado como AY.1 (Delta Plus) detectado en la India tiene una mutacién
adicional (K417N) en la RBD (Jacob et al., 2021).

Omicron (B.1.1.529). Informada por primera vez en Sudafrica en noviembre de 2021y
se extendid por todo el mundo convirtiéndose en la variante mas dominante, incluida la de la
India. Posee al menos 50 mutaciones, 30 de ellas en el gen S. Tiene una alta transmisibilidad
con escape del gen S en los kits de diagnéstico RT-PCR (CDC, 2021; Organizacién Mundial
de la Salud, 2019a).

4.2.5 Vectores u hospedadores

Los coronavirus son conocidos por su capacidad de saltar la llamada "barrera de
especies” que facilita la transmision de patdgenos entre especies diferentes (Zhang y Holmes
2020b; Dhama et al., 2021). En general, los animales domésticos también pueden desempefiar
un papel como huéspedes intermediarios que permiten la transmision del virus (Chan et al.,
2020).

4.2.5.1 Coronavirus del pangolin.
El pangolin es un animal que se encuentra en peligro de extension, se han aislado de
pangolines enfermos coronavirus que presentaban un parecido con el CoV-2 del SARS

(Dimonaco et al., 2020). Los pangolines pueden actuar como huéspedes naturales de
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betacoronavirus que tienen el desconocido potencial para infectar a los seres humanos (Liu et
al., 2020a).

También se informd de que el virus SARS-CoV-2 no procedia directamente de los
pangolines, no obstante, el genoma del SARS-CoV-2 comparte una similitud genémica del
90,32 % con coronavirus de pangolin. En definitiva, es probable que surjan nuevos coronavirus
periédicamente en los seres humanos dada la alta prevalencia y la amplia distribucién de los
coronavirus, la gran diversidad genética y la frecuente recombinacion de sus genomas, y el

creciente nivel de interaccion humano-animal (Li et al., 2020b).

4.2.5.2 Coronavirus de civetas.

Las civetas de palma enmascaradas que no habian estado expuestas a mercados de
animales vivos dieron negativo en las pruebas de deteccion del SARS-CoV, lo que implica que
las civetas de palma sirven de huésped amplificador intermedio, pero no de reservorio natural
del SARS-CoV. La similitud genémica con coronavirus de civetas resultd ser del 99,8 %
(Cheng et al., 2007; Song et al., 2005; Ye et al., 2020).

4.2.5.3 Coronavirus del murciélago.

Se considera que los murciélagos son el principal reservorio natural de Coronavirus. El
murciélago de herradura perteneciente al género Rhinolophus se considera el reservorio de CoV
similares al SARS-CoV (Watanabe et al., 2010). El genoma del SARS-CoV-2 comparte una
similitud gendmica del 96,2 % con coronavirus de murciélago. Esto indica la posibilidad de que
este nuevo virus pueda haberse originado de murciélagos de forma similar a sus predecesores,
MERS-CoV y SARS-CoV (Zhou et al., 2020a). Se descubrié que una mutacion en la proteina
Ny la proteina S del SARS-CoV-2 puede apoyar aun mas la hipotesis de que el SARS-CoV-2
se originG en murciélagos tras adquirir la capacidad de infectar a humanos tras una serie de
mutaciones. La secuenciacion y el analisis del SARS-CoV de murciélago esta estrechamente
relacionado con el SARS-CoV de humanos y civetas (Benvenuto et al., 2020).

4.2.6 Vias de transmision

El COVID-19 se puede propagar a través de gotas respiratorias cuando una persona
infectada tose, estornuda o habla, y esas particulas son inhaladas por otra persona cercana.
Ademas, el virus se puede propagar al tocar una superficie o un objeto contaminado con el virus

y luego tocarse la boca, la nariz o los ojos (Holmes et al., 2021).
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También se ha registrado la transmision del virus por pequefias particulas llamadas
aerosoles que permanecen en el aire durante periodos prolongados de tiempo y se inhalan (Li
et al., 2020b). EI SARS-CoV-2 y el SARS-CoV-1 tienen una estabilidad similar. Ambos virus
pudieron detectarse en aerosoles hasta 3 horas, hasta 4 horas en cobre, hasta 24 horas en carton
y hasta 2 o0 3 dias en plastico y acero inoxidable, al igual que otros CoV, es sensible a los rayos

ultravioleta y al calor (Ong et al., 2020).

No hay informes cientificos con evidencia actual de que las personas puedan
contraer COVID-19 a través del agua potable o que la manipulacion o el consumo de
alimentos pueda propagar el COVID-19. Se debe seguir las normas de inocuidad y seguridad
de los alimentos al manipular y lavar productos frescos (Centers for Disease Control and
Prevention, 2019b).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) (2022a) indican
que las personas pueden transmitir el virus del SARS-CoV-2 a los animales, sobre todo si
mantienen un contacto estrecho. Sin embargo, el riesgo de que los animales transmitan el
COVID-19 a las personas se considera bajo. Aunque las pruebas actuales sugieren un bajo
riesgo de animales domésticos y de compafiia, no se puede descartar la posibilidad de que los
animales domésticos actlien como reservorios viricos del SARS-CoV-2 (Hobbs y Reid, 2020).
Esto exige la aplicacion de estrategias de "Una sola salud" que impliquen la ampliacién de la
vigilancia epidemioldgica en curso a las poblaciones animales pertinentes (Ferasin et al., 2021,
WHO, 2021b).

Las investigaciones genéticas y epidemioldgicas identificaron la ocurrencia de
transmision vison-humano en al menos dos trabajadores de una granja de visones que se han
contagiado del virus. Este fue el primer caso de sospecha de transmisién de animal a humano
del SARS-CoV-2 notificado en el mundo (Enserink, 2020; Oude et al., 2020). La
susceptibilidad de los visones al SARS-CoV-2 no fue una sorpresa, ya que estan estrechamente

emparentados con los hurones (Richardson et al., 2020; Shi et al., 2020).

4.2.7 Patogenia del SARS-CoV-2

El periodo de incubacion medio (el tiempo transcurrido desde la exposicion hasta la
aparicion de los sintomas) para la COVID-19 es de aproximadamente 5 (2-7) dias
(Lauer et al., 2020; Guan et al., 2020a). El virus ingresa a través de la membrana mucosa en la

nariz, boca o garganta y se une a la proteina ACE2, que se encuentra en la superficie de las
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células humanas. Una vez que el virus se une a esta proteina, se fusiona con la membrana celular

y libera ARN viral en las células huésped (Mousavizadeh y Ghasemi, 2021).

El SARS-CoV-2 se replica en las células huésped, lo que conduce a la muerte celular y
la inflamacion de los tejidos. A medida que el virus se replica, se liberan proteinas virales y los
productos de estas proteinas desencadenan una respuesta inmunitaria del huésped (Shah et al.,
2020). Es por eso que la prevencion de la infeccion por SARS-CoV-2 es crucial para disminuir
el impacto de la enfermedad COVID-19 (Mousavizadeh y Ghasemi, 2021).

4.2.8 Fisiopatologia del SARS-CoV-2

Pueden estar implicados varios mecanismos patogénicos potenciales, como la
coagulopatia, la disfuncion endotelial y la liberacidn excesiva de citoquinas proinflamatorias.
La disfuncion endotelial causada por la infeccion, activa la generacion excesiva de trombina e
inhibe la fibrindlisis, lo que conduce a la hipercoagulabilidad. La linfopenia es frecuente en
pacientes con COVID-19 (Xu et al., 2020). En los pacientes que mueren de insuficiencia
respiratoria asociada a COVID-19, el patrén histoldgico en pulmoén periférico era el dafio
alveolar difuso con infiltracion perivascular de células T9. Los microtrombos capilares
alveolares eran frecuentes, con un alto nivel de crecimiento de nuevos vasos (angiogénesis
intususceptiva) (Huang et al., 2020; Chan et al., 2020).

SARS-CoV-2 se une a ACE2 mediante la proteina S e infecta las células y a su vez es
necesaria la activacion por TMPRSS2 como proteasa (Hoffmann et al., 2020). Después de que
el virus entre en la célula huésped empieza la replicacion y transcripcion del genoma del
coronavirus que tienen lugar en las membranas citoplasmaticas e implican procesos
coordinados de sintesis de ARN tanto continuos como discontinuos, mismo que esta compuesto

por hasta 16 subunidades virales y varias proteinas celulares (Mousavizadeh y Ghasemi, 2021).

4.2.9 Manifestaciones clinicas del COVID-19

De acuerdo con Team (2020) los sintomas mas habituales de la COVID-19 son fiebre,
escalofrios, fatiga, tos seca y cansancio. Algunos sintomas menos frecuentes son pérdida del
gusto o el olfato, congestion nasal, conjuntivitis, dolor de garganta, dolor de cabeza, dolores
musculares o articulares, diferentes tipos de erupciones cutaneas, nauseas o vomitos, diarrea,
irritabilidad, merma de la conciencia, ansiedad, depresién, trastornos del suefio, accidentes

cerebrovasculares, inflamacion del cerebro, estado delirante y lesiones neurales, pérdida de
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apetito, confusion, dolor u opresion persistente en el pecho, temperatura alta (arriba de 38° C).
A continuacion, se describe algunos signos con respecto al 6rgano afectado descritos por
Docherty et al., (2020).
e Corazbn y vasos sanguineos. Hipotension que puede llegar al shock, taquicardia,
arritmias, edema, palidez, frialdad.
e Cerebro y sistema nervioso. Cefalea, confusidn, crisis convulsivas, alucinaciones,
estupor, coma.
e Pulmones. Tos, polipnea, cianosis, trastornos de la ventilacion perfusion, arritmias
respiratorias, disnea.
¢ Renal. Disminucion de la diuresis que puede llegar a la anuria.
e Hepatico. Ictericia, hepatomegalia.
e Hematologia. Alteraciones de la coagulacién sanguinea caracterizada por

hemorragia a diferentes niveles.

4.3 Respuesta inmune

Wang y colaboradores (2020b) indican que el virus una vez que accede al interior de la
célula diana, es reconocido por completo por el sistema inmunitario del huésped, provocando
la respuesta inmunitaria innata o adaptativa (di Mauro et al., 2020). Se detectan anticuerpos
IgA, 1gG e IgM especificos del SARS-CoV tras el inicio de los sintomas en diferentes
momentos en pacientes infectados (Guo et al., 2020).

Los fagocitos, como los macrofagos, son capaces de identificar la presencia del SARS-
CoV-2 mediante la activacién de receptores tanto endosémicos (como TLR3 y TLR7/TLR8)
como citosolicos (MDA-5 y RIG-1). Este reconocimiento inicia una serie de respuestas
inmunitarias, incluyendo la liberacion de citocinas y del interferén tipo 1 (IFN-1). Estas
moléculas desencadenan un estado antiviral en las células, estimulan la actividad de las células
asesinas naturales (NK) para eliminar células infectadas, y favorecen la maduracion de las
células dendriticas, que a su vez activan a los linfocitos T CD4+ y CD8+ (Zhang et al., 2020a;
di Mauro et al., 2020).

Los linfocitos T CD4+ colaboran con los linfocitos CD8+ en la eliminacion de células
infectadas y también orientan a los linfocitos B para generar anticuerpos especificos contra los
antigenos del SARS-CoV-2. En este punto, los coronavirus emplean diversas estrategias de

evasion, como a) eludir el reconocimiento del sistema inmunitario del huésped mediante la
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formacion de vesiculas de doble membrana, b) inhibir la sefializacion de receptores que activan
la respuesta antiviral del interferén tipo 1 (IFN-1) (como TLR3, TLR7/TLR8, MDA-5y RIG-
1) y de otras citocinas (como IFNRA y TNF-R), y c) evitar los mecanismos de respuesta de los
linfocitos T mediante la induccidn de apoptosis y la muerte celular (Kumar et al., 2020; Wang
et al., 2020b).

4.3.1 Funciones inmunitarias innatas.
Las células epiteliales del sistema respiratorio son las primeras en ser atacadas, ya que

expresan receptores de reconocimiento de patrones (RRP) como los receptores tipo Toll (TLR-
7y TLR-8), la proteina 5 asociada a la diferenciacion de melanoma (MDAD5) y la proteina
inducible por &cido retinoico del gen | (RIG-I) (Li et al., 2020b; Shah et al, 2020).

Los macréfagos alveolares, macréfagos diferenciados y neutréfilos reclutados realizan
la fagocitosis de células infectadas, cuerpos apoptoticos que contienen virus, particulas virales
y virones. Ademas, liberan citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6, IL-8, 1L-12, IL-18,
INFo, INFB, TNFa, G-CSF y GM, las cuales contribuyen a la eliminacion viral pero también
pueden provocar dafio alveolar difuso y edema pulmonar (Konradt & Hunter, 2018).

La acumulacion de estas células en el pulmon resulta en una alta produccion de citocinas
proinflamatorias, lo que conduce a la tormenta de citocinas, caracterizada por la liberacion
descontrolada de IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa, G-CSF, GM-CSF y MCP-1 (CCL-2),
lo cual puede provocar sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), fallo multiorgéanico y
aumento de los parametros inflamatorios (Wang et al., 2020; Katze, 2012; Nenasheva et al.,
2020)

4.3.2 Funciones inmunitarias humorales.
Esta mediada por los linfocitos B que reconocen los antigenos de SRAS-CoV, se

provoca una respuesta precoz contra la proteina N, mientras que los anticuerpos contra la
proteina S podrian detectarse a los 4-8 dias de la aparicion de los sintomas iniciales (Shah et
al., 2020; Kumar et al., 2020).

Los resultados obtenidos por Zhang y su equipo (2020a) indican que la mediana del
tiempo requerido para la seroconversién de IgM fue de 12 dias, mientras que para IgG fue de
14 dias. Observaron que, de 173 individuos estudiados, se produjo seroconversion en el 82,7 %
de ellos para IgM (143 de 173), mientras que solo el 64,7 % mostrd seroconversion para IgG

(112 de 173). Por otro lado, Wang y sus colegas (2020b) observaron una disminucion
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significativa en los linfocitos B en la sangre periférica de pacientes con neumonia moderada y

severa, lo que podria sugerir un papel importante en la respuesta contra el virus.

4.3.3 Funciones de la inmunidad celular.

Los linfocitos CD4+, especialmente el subtipo 1, desempefian un papel crucial en la
erradicacion de las células infectadas. Estos linfocitos son responsables de la produccion de IL-
2, IL-12 e INFy, siendo la IL-2 fundamental para la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos B y los linfocitos T CD8+ (Astuti y Ysrafil, 2020). La reaccion de los linfocitos T
citotoxicos (CTLs) es crucial para alcanzar una resolucion completa de la infeccion causada por
el SARS-CoV-2 (Janice et al., 2012). Ademas, los CTLs liberan moléculas sefializadoras como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el interferon gamma (INFy). Este ultimo, a su vez,
promueve la produccion de interleucina 12 (IL-12) por parte de las células dendriticas y facilita
la diferenciacion de los linfocitos T CD8+ inmaduros en celulas citotoxicas (Channappanavar
et al., 2014).

4.4 Técnicas de Diagnostico

El Diagnostico clinico de COVID-19 se basa principalmente en la historia
epidemioldgica, manifestaciones clinicas y anélisis de laboratorio mediante una variedad de
métodos (Frustagli, 2020). Entre algunos métodos para deteccion temprana esta la toma de
muestras con hisopados nasofaringeas, orofaringeas, sangre o aspirados bronquiales (Chan et
al., 2020; Avetyan et al., 2021).

4.4.1 Tomografia computarizada toracica (CT).
Fue una de las primeras técnicas de imagen en vivo usadas para determinar

enfermedades por neumonia. Tiene una sensibilidad del 69 % (Chan et al., 2020).

4.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

Exige una alta calidad de muestras que contengan ARN del SARS-CoV-2. Se basa en
la deteccidn cualitativa (positiva 0 negativa) y simultanea de genotipos del virus, en donde
existe una amplificacion de una regién especifica del gen (N, Sy E), utilizando oligonucleétidos
que detectan el ADN viral y sondas especificas que permiten de manera simultanea su
diferenciacion por genotipos especificos de alto riesgo (Khalil y Khalil, 2020). Se considera el
método mas recomendado por la OMS y los CDC. Tiene una sensibilidad del 91 % (Chan et
al., 2020; Corman et al., 2020).
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El analisis bioinformatico del coronavirus SARS-CoV-2 determinan genes objetivos
como ORFlab, gen Sy gen N, los cuales demuestran un nivel de identidad de secuencia que
predice méas del 99,4 % de deteccion de todas las secuencias de SARS-CoV-2 de buena calidad
y que son publicadas en (GISAID) Iniciativa Mundial para Compartir Todos los Datos sobre la
Gripe (Novelli, 2020; Montesinos et al., 2020).

4.4.3 La amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

Es una amplificacion de acidos nucleicos basada en la PCR, amplifica especificamente
la secuencia diana de forma muy eficaz y rapida en condiciones isotérmicas. Se basa en el uso
de cuatro a seis cebadores diferentes que reconocen cuatro o seis regiones del gen diana y la
ADN polimerasa Bst. El producto amplificado puede identificarse visualmente afiadiendo un

colorante fluorescente (Broughton et al., 2020).

4.4.4 Repeticiones palindromicas cortas agrupadas e interespaciadas (CRISPR)

Requiere ARN guia que se une a la secuencia complementaria diana y la enzima
nucleasa escinde en el sitio preciso. Esta técnica ultrasensible se dirige al gen de la envoltura
del SARS-CoV-2y los resultados pueden analizarse por fluorescencia o/mediante el método de
flujo lateral (Broughton et al, 2020).

4.45 Prueba de amplificacion de é&cidos nucleicos basada en cartuchos y TrueNAT
(CBNAAT).

Es la técnica de amplificacion totalmente automatizada que utiliza la tecnologia
GeneXpert para el diagndstico de la tuberculosis (TB). Esta técnica se dirige al gen E y al gen
N2 del SARS-CoV?2 para el cribado y la confirmacion, respectivamente. Otra prueba basada en
acidos nucleicos denominada TrueNAT, dirigida al gen E para y el gen RdRp para la
confirmacion de COVID-19 (Wang et al., 2020a).

4.4.6 Ensayos seroldgicos
Se basa en la identificacion de anticuerpos, la presencia de anticuerpos IgM indica
exposicion reciente a la infeccion viral, mientras que los anticuerpos IgG indican exposicion
previa a la infeccion virica por SARS-CoV-2 (Wang et al., 2020a).
e Kits de prueba rapida: el fundamento subyace en el inmunodiagndstico de
anticuerpos desarrollados en respuesta a la infeccion virica (IgG e IgM). Aungue
puede producir resultados falsos negativos o positivos, debido a una inadecuada

manipulacion (Long et al., 2020).
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e ELISA directo: los anticuerpos especificos del antigeno pueden detectarse en un
paciente después de 3 a 6 dias, y la 1gG podria detectarse en las ultimas etapas de la
infeccion. La validacion preliminar de este modelo ha demostré una alta sensibilidad
y especificidad en la deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2 (Bundschuh et al.,
2020).

e ELISA indirecto: la prueba utiliza una placa ELISA recubierta con la proteina
nucleocapside recombinante del SARS-CoV-2 para detectar la presencia de 1gG
humana contra el antigeno COVID-19 recombinante (Bundschuh et al., 2020).

e Inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA): la deteccién se basa en la
reaccion en la que las enzimas utilizadas para la reaccion inmunoquimica convierten
el sustrato de quimioluminiscencia en un producto de reaccion, que emite un foton
de luz en lugar del desarrollo del color (Infantino et al., 2020)

¢ Inmunoensayo de flujo lateral: se basa en el principio de las reacciones antigeno-
anticuerpo en el que la muestra gque se va a analizar se coloca en un dispositivo y los
resultados se muestran en 5-15 minutos. Es de facil realizacion. Tiene una
sensibilidad del 70 % (Montesinos et al., 2020).

Existen varios kits ELISA disponibles para el diagndstico de la infeccion por SRAS-
CoV-2 mediante el analisis de anticuerpos IgM e IgG (Long et al., 2020). En los pacientes
sintomaticos de COVID-19, la duracién media para la deteccidn de anticuerpos IgM e IgA fue
de 5 dias y lade IgG se detectd en 14 dias. La eficacia de deteccion de IgM ELISA fue superior
que la de RT-gPCR después de 5,5 dias de la aparicion de los sintomas (Bundschuh et al.,
2020).

4.4.7 Ensayo en el punto de atencion POC

Se realiza junto a la cama del paciente o cerca del lugar donde éste se encuentra, tiene
un tiempo de respuesta rapido que facilita diagndstico de la enfermedad COVID-19, el
seguimiento y el cambio en la gestién de la atencion al paciente. Existen 233 ensayos Point-of-
Care (POC) disponibles comercialmente para detectar antigenos del SARS-CoV-2 como la

proteina S o anticuerpos contra antigenos virales (Kozel y Burnham, 2017).

4.4.8 COVID-19 Ag Respi-Strip, ensayo inmunocromatografico (ICT)
COVID-19 Ag Respi-Strip representa un prometedor ensayo rapido del antigeno SARS-
CoV-2 para el diagnostico de primera linea del COVID-19, a partir de muestras nasofaringeas.
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Esta dirigido a la region nucleoproteina altamente conservada del SARS-CoV-2 y capaz de
detectar los antigenos en 15 minutos con una sensibilidad y especificidad globales del 57,6 %

y 99,5 %, respectivamente (Mertens et al., 2020).

4.5 Otros Coronavirus Humanos (HCoV-NL63, -229E, -OC43 y -HKU1)

Los CoV endémicos a nivel mundial (HCoV-NL63, -229E, -OC43 y -HKU1) causan
frecuentes infecciones respiratorias leves. En el caso del HCoV-OC43, se sospecha que se trata
de animales ungulados y, en el caso del HCoV-229E, existen pruebas de que esta variante virica
se transmitio originalmente de los murciélagos a los humanos a través de los camellos (Xin et
al., 2019; Al-Sharif et al., 2021). En algunos betacoronavirus, incluidos el HCoV-OC43 vy el
HCoV-HKUL1, también se observan proyecciones mas cortas de la proteina hemaglutinina-
esterasa (HE) (Li, 2015a).

4.5.1 Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

Los tamafios del genoma son de aproximadamente 27,5 kb para HCoV-229E y HCoV-
NL63, y de méas de 30 kb para HCoV-OC43 y HCoV-HKUL1, aunque el SARS-CoV-2 tiene un
tamario establecido de 30 kb. Debido a que el ARN gendmico alberga una estructura 5'-cap y
una cola 3’-poliadenilato, puede actuar directamente como un ARN mensajero (ARNm) que
codifica la replicasa viral. Ademas, el genoma también sirve como molde para la replicacion

del ARN y el genoma se empagueta en viriones progenie (Malik, 2020; Ding et al., 2021).

Hay dos regiones no traducidas (UTR) que flanquean la regién codificante. La 5'-UTR
tiene 292, 210, 286 y 205 nucledtidos de longitud en HCoV-229E, -OC43, -NL63 y -HKUL,
respectivamente, y contiene una secuencia lider (~70 nucleotidos de longitud) en su 5’-terminal.
En el otro extremo del genoma, el 3’-UTR tiene una longitud de 462, 288, 287 y 281 nuclettidos
en HCoV-229E, -OC43, -NL63 y -HKU1 respectivamente, y contiene una secuencia
octamerica altamente conservada de ~70 nucle6tidos aguas arriba de la cola poli(A) (Cui et al.,
2019; Chan et al., 2020).

En concreto, el HCoV-229E codifica dos proteinas accesorias 4a y 4b; el HCoV-0OC43
codifica tres proteinas accesorias ns2a, ns12.9 (también conocida como nsba) y la proteina |
(también conocida como proteina N2 o proteina ORF interna N); el HCoV-NL63 codifica una
Unica proteina accesoria 3; y el HCoV-HKUL1 codifica dos proteinas accesorias: la proteina 4 y
la proteina (Yuan et al., 2015). De hecho, el gen accesorio que codifica la proteina | de HCoV-

0C43 y HCoV-HKUL1 se codifica internamente de los genes N. n particular, un estudio reciente
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informo de que la expresién ectdpica de HCoV-NL63 PLP2 induce la degradacion proteasomal
de p53, inhibiendo asi la produccién dependiente de p53 de IFN tipo | y la respuesta inmune
innata (Friedman et al., 2018; Xin et al., 2019).

4.5.2 Receptores del dominio de union RBD

El dominio de unién al receptor (RBD) de S1 varia entre los distintos coronavirus. Los
RBD de HCoV-229E, HCoV-NL63 y HCoV-HKUL se localizan en la region C-terminal pero
no en los dominios N-terminal de las respectivas subunidades S1 (Wan et al., 2020; Hasoksuz
et al., 2002). Los receptores proteicos de cada coronavirus, aminopeptidasa N (APN) para el
HCoV-229E, la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) para el MERS-CoV, y ACE2 para el HCoV-
NL63, el SARS-CoV y el SARS-CoV-2 (Zeng et al.,2018; Ou et al., 2017).

Por otra parte, el HCoV se une a proteinas celulares y carbohidratos de la membrana
plasméatica como receptores. Por otro lado, HCoV-0OC43 y HCoV-HKU1 emplean receptores

basados en glicanos que llevan acido sialico 9-O-acetilado (Ding et al., 2021).

4.5.3 Epidemiologia de otros CoV

4.5.3.1 HCoV-229E. El coronavirus humano 229E fue aislado por primera vez en 1966,
procede de murciélagos hipospéridos africanos y adopta a los camélidos como huéspedes
intermediarios. El periodo de incubacion es de aproximadamente 2-5 dias, seguido de una
enfermedad que dura entre 2 y 18 dias. Los sintomas incluyen dolor de cabeza, secrecién nasal,
estornudos, dolor de garganta y malestar general. Las caracteristicas clinicas pueden
distinguirse de las infecciones de las vias respiratorias causadas por otros patdgenos como el
virus de la gripe A. Tiende a ser epidémico durante el invierno en los paises de clima templado,
y las pruebas de una cepa de laboratorio del HCoV-229E sugieren que es relativamente estable

en el medio ambiente (Susan, 2018a).

4.5.3.2 HCoV-0OC43. El coronavirus humano OC43 fue descubierto por primera vez en
1967, no tiene reactividad seroldgica cruzada con el HCoV-229E. Sin embargo, los pacientes
infectados manifiestan dolor de garganta. Se asocia generalmente a infecciones leves de las vias
respiratorias superiores, aunque también se ha demostrado que tiene propiedades
neuroinvasoras (Schirtzinger et al., 2022). Estudios in vivo en ratones han demostrado que el
HCoV-0C43 puede infectar neuronas y causar encefalitis. También se ha demostrado que el
virus causa infecciones persistentes en lineas celulares neuronales humanas. Desde el primer

aislamiento en la década de 1960, se han identificado siete genotipos (A-G) mediante analisis
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filogenético. Se transmite principalmente durante el invierno en climas templados (Susan y
Julian, 2011b).

4.5.3.3 HCoV-NLB63. El coronavirus humano NL63, se aisl6 de una nifia de 7 meses con
coriza, conjuntivitis, fiebre y bronquiolitis en los Paises Bajos en 2004 (van der Hoek et al.,
2004). Las infecciones suelen ser mixtas, no suele aumentar la gravedad de la enfermedad. En
la mayoria de los pacientes se asocia a sintomas relativamente leves como fiebre, tos, dolor de
garganta y rinitis. Ademas, se considera una de las principales causas de crup en nifios. Infecta
a personas de todas las edades, y la mayor tasa de infeccion se produce antes de los 5 afios. Se
estima que entre el 1 % y el 10 % de la poblacion sufre anualmente sintomas, muestra un pico

durante la primavera y el verano en Hong Kong (Milewska et al., 2018; Dewald et al., 2022).

4.5.3.4 HCoV-HKUL. El coronavirus humano HKU, se aisld de un adulto que padecia una
enfermedad pulmonar crdénica en Hong Kong. Los sintomas clinicos incluian rinorrea, tos,
congestion nasal, fiebre, esputo, dolor de garganta, escalofrios, secrecion postnasal e hipertrofia
amigdalar. Alrededor del 50 % de los pacientes experimentan convulsiones febriles. Ademas,

se lo ha asociado a sibilancias y exacerbaciones del asma (Ou et al., 2017).

Un estudio reciente ha examinado la circulacion del HCoV en Israel durante 2015-2016.
En la encuesta sobre la gripe de invierno, el 10,36 % de los pacientes estaban infectados con
los otros tres HCoV comunes; entre ellos, el 43,43 % estaban infectados con HCoV-OC43, el
44,95 % con HCoV-NL63 y el 11,62 % con HCoV-229E. Aunque esta ausente en la encuesta
de invierno, el 22,6 % de los pacientes hospitalizados dieron positivo por HCoV-HKUL,
principalmente durante el periodo primavera-verano (Berche, 2022).

4.5.4 Patogenia de otros Coronavirus Humanos

HCoV-229E, -OC43, -NL63y -HKUL se consideran patdgenos causantes de enfermedades
de las vias respiratorias superiores y responsables de hasta el 15 %-30 % de los resfriados
comunes (Al-Sharif et al., 2021). EI HCoV-229E y el HCoV-OC43 se replican principalmente
en las células epiteliales de las vias respiratorias superiores, donde producen virus y causan
sintomas respiratorios locales (Zeng et al., 2018).

El HCoV-229E aislado en lugares geograficamente distintos muestra poca variabilidad
genética, mientras que en el caso del HCoV-OC43 ocurre lo contrario. La capacidad del HCoV-
0OC43 para tolerar mutaciones probablemente explica su capacidad para crecer en células de

raton e infectar también el cerebro de ratdn (Susan y Julian, 2011b). En cuanto al HCoV-NL63,
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comparte homologia con el HCoV-229E vy los analisis filogenéticos sugieren que el HCoV-
NL63 y el HCoV-229E divergieron hace aproximadamente 1000 afios (Al-Sharif et al., 2021).

4.5.5 Mediadores de respuesta inmune

La expresidn de importantes mediadores de la respuesta inmunitaria innata se redujo en las
células que expresaban HCoV-OC43 ns12.9, posiblemente debido a la inhibicion de la
actividad promotora de ISRE, IFN-B y NF-xB. Sin embargo, para evitar desencadenar una
respuesta inmunitaria innata, es mas probable que el HCoV-229E entre en las células a través
de la via TMPRSS2, ya que la endosoma es un sitio principal para el reconocimiento por los
receptores tipo Toll. Del mismo modo, la entrada del SARS-CoV depende de la cisteina
proteasa endosomal catepsina L y de otra serina proteasa similar a la tripsina para activar la
proteina S. EI HCoV-OC43 emplea una via de endocitosis dependiente de caveolina-1, y la
escision de las vesiculas que contienen virus de la superficie celular es dependiente de dinamina
(Shah et al, 2020; Zhang et al., 2020a).

Las proteinas transmembrana inducibles por interferon (IFITMs) exhiben funciones
antivirales de amplio espectro contra varios virus ARN (Channappanavar et al., 2014). Las
IFITM restringieron la entrada de HCoV-229E y HCoV-NL63, asi como de SARS-CoV y
MERS-CoV. Por el contrario, IFITM2 o IFITM3 sirven como factor de entrada para promover
la infeccion de HCoV-OC43. La secuencia central del TRS del HCoV es un hexamero
conservado CUAAAC en el HCoV-229E y el HCoV-NL63, y un heptdmero conservado
UCUAAAC en el HCoV-0OC43y el HCoV-HKUL1 (Ding et al., 2021).

4.6 Control y prevencion

Las entidades competentes también han proporcionado recomendaciones para la
prevencion de la infeccion que incluyen informacién basica sobre cocinar bien la carne y los
huevos (Sharma, 2021). El riesgo de infeccion puede reducirse con una buena higiene de las
manos y un buen protocolo al toser, ademéas del minimo contacto de personas enfermas con
animales sanos. Antes de un brote, los funcionarios de sanidad animal y de salud pablica deben
considerar desarrollar planes de bioseguridad especificos de los criaderos, zooldgicos, animales
silvestres, etc (Centers for Disease Control and Prevention, 2019b; Organizacion Mundial de la
Salud, 2020a: WHO, 2021b). Es importante seguir las precauciones recomendadas por las
autoridades sanitarias para evitar la propagacion del virus. A continuacion, se especifican los

mas importantes:
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e Uso de mascarilla

e Permanecer en casa si se muestran sintomas de la enfermedad,

e Desinfectar con frecuencia el hogar y los objetos de uso habitual

¢ Distanciamiento social

e Higiene de las manos

e Seguridad del trabajador durante actividades de alto riesgo en criaderos infectados o
bajo sospecha

e Medidas de cuarentena para criaderos presuntamente infectados y confirmados

e Educar a los operadores del criadero para que informen sobre visones enfermos

4.7 Enfoque General sobre los Murciélagos

En el manual de campo sobre los mamiferos ecuatorianos de Solari (2007a), se destaca
a los murciélagos como los Unicos mamiferos con capacidad de vuelo, distribuidos en los
ecosistemas, tanto en zonas tropicales como en praderas. A nivel mundial, se estima que existen
alrededor de 1400 especies de murciélagos, con mas de 300 de ellas presentes en Sudamérica,
algunas de las cuales se congregan en colonias mientras que otras son solitarias. Desde una
perspectiva ambiental, desempefian un papel crucial como controladores biologicos,
contribuyendo significativamente a la polinizacion, al control de plagas y al proceso de
dispersion de semillas, lo que favorece la restauracion de areas boscosas y selvaticas.

4.7.1 Taxonomia de los murciélagos

El orden Chiroptera es uno de los 6rdenes de mamiferos mas diverso (Altringham et al.,
2005), y se agrupa en 19 familias y 177 géneros (Solari y Martinez, 2017b). La taxonomia de
los murciélagos se describe en la Tabla 1 (Hutson y Mickleburgh, 2001).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de los murciélagos

Nivel Descripcion
Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Orden Chiroptera
Superorden Laurasiatheria
Clase Mammalia
Subclase Theria
Infraclase Eutheria
Clado Boreoeutheria Epitheria

Nota. Adaptado de Solari, (2007)
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En el registro de Diaz y colaboradores (2016a) clasifican a los murciélagos como:
Frugivoros que se alimentan de frutos y dispersan semillas de cientos de plantas silvestre.
Nectarivoros: se alimentan del néctar y polen de las flores, polinizando cientos de especies de
plantas. Insectivoros o artropoddfagas: se alimentan de insectos y predominan en cantidad.

Hematdfagos se alimentan de sangre de otros mamiferos (ganado o de aves).

Quintana y Pacheco (2007) afirman que los murciélagos hematdfagos comprenden
especialmente 3 especies: Desmodus rotundus, Desmodus youngi y Diphylla ecaudata. El
ataque de esta especie presenta un problema econémico-sanitaria por transmitir enfermedades
como Rabia y Trypanosomiasis. En un estudio llevado a cabo por Frustagli (2020), se sefiala
que los murciélagos actan como portadores de varios virus zoonoéticos, aungue ellos mismos
no desarrollan la enfermedad, tienen la capacidad de transmitirla a otros animales e incluso a
los seres humanos. Recientemente, se han identificado nuevos virus de la influenza tipo A (Bat-
FLUAVs) en murciélagos de especies frugivoras en Guatemala y Per(. Ademas, se ha
confirmado la presencia de coronavirus en dos especies de murciélagos insectivoros, Tadarida
brasiliensis y Molossus molossus, encontrados en las provincias de Santa Fe y Cordoba,

respectivamente (Novelli, 2020).

4.7.2 Caracteristicas Morfologicas

Entre sus caracteristicas mas importantes se encuentran las siguientes, tienen sangre
caliente y estan cubiertos de pelo, sus crias nacen y son alimentadas por sus madres. Son muy
abundantes, pero casi no los percibimos porque son nocturnos y silenciosos, vuelan y se
alimentan en plena oscuridad, orientdndose mediante el sistema Ilamado ecolocalizacion, son
sorprendentemente longevos llegando a vivir entre 15-18 o més afos (Rivera et al., 2013).
Existen de diversos colores blancos, negros, marrones, amarillos y rojizos y sus fuentes de
alimentacion son variadas. Sin embargo, la mayoria de murciélagos independientemente de su
especie pueden ser identificados segun las claves taxonémicas (Ossa et al., 2015). Los
caracteres utilizados en la clave para la identificacion de especies en el campo se describen a

continuacion:

Craneo. La forma de la cabeza puede diferir en cada especie. De manera general tienen
grandes cuencas oculares y sus hocicos son largos en los nectarivoros y en los vampiros el

hocico esta reducido (Gaudioso, 2019).
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Dientes. Las especies pequefias, que se alimentan de insectos, pudieran tener hasta 38
dientes, mientras que los vampiros solo cuentan con 20. Los especimenes que comen insectos
con caparazon tienen menos cantidad de dientes, pero sus caninos son largos y tienen una

mandibula inferior robusta (Gaudioso, 2019).

Alas. Sus alas pueden medir desde 15 cm (6 pulgadas) hasta 1,5 m (5 pies) de un extremo
a otro cuando estan bien abiertas. En el proceso de desarrollo embrionario, los dedos de las
patas delanteras se extienden, creando unas extremidades especializadas para el vuelo. Con la
excepcion del pulgar, las falanges de las patas anteriores estan alargadas a fin de sostener una
fina, amplia y flexible membrana de piel llamada patagio, que le permite sustentarse en el aire
(Frick et al., 2020).

Orejas. Las orejas apuntan hacia el frente y generalmente son muy grandes, a menudo
estan dotadas de surcos o arrugas, poseen un lébulo de piel que mejora su capacidad de
ecolocalizacion, por la cual se comunican por medio de sonidos de alta frecuencia inaudibles
por el hombre y consiguen orientarse y detectar obstaculos para volar en la oscuridad y atrapar

su alimento (Neira, 2014).

4.7.3 Habitat

Mientras los murciélagos no estan volando, cuelgan de sus pies, boca abajo, postura
conocida como descanso. Algunas especies lo hacen con la cabeza doblada hacia el vientre,
otras descansan con el cuello girado hacia su espalda. Algunos son solitarios, mientras otros

forman grandes colonias que les permite disminuir el riesgo de depredacion (Frick et al., 2020).

Los murciélagos que tienen su habitat en zonas templadas, emigran cuando comienzan a
bajar las temperaturas. Esos sitios de hibernacion sirven para que los adultos en capacidad
reproductiva se apareen con sus similares de otros grupos (Frick et al., 2020). La mayoria tienen
visién mesopica, detectando solamente la luz en bajos niveles, otros la tienen de tipo fotdpica,

permitiéndoles ver los objetos a color (Rodriguez y Ramirez, 2012).

Aquellas especies de murciélagos que habitan refugios como cuevas, minas, grutas y
cavernas, requieren que condiciones micro ambientales particulares (Altringham et al., 2005).
Estas cualidades aseguran la supervivencia de las colonias de murciélagos, las cuales pueden
ser estables o migratorias. Ademas, en los refugios de cuevas, los murciélagos se reproducen,

crian a sus crias y se protegen de los depredadores y las condiciones climaticas externas (Kunz
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et al., 2003). Agquellos que albergan una Unica especie son denominados refugios
monoespecificos, con dos 0 mas, se les llama refugios multiespecificos (Diaz et al., 2021b, Rizo
etal., 2015).

4.7.4 Reproduccion

Se reproducen de modo lento. El periodo de gestacion varia entre 2'y 7 meses, dependiendo
de la especie, generalmente dan entre 1y 3 crias por parto. Los murciélagos insectivoros tienen
un periodo de gestacion de 2 a 3 meses, los fitéfagos entre 3 y 5 meses, y los hemat6fagos entre

5y 7 meses (Diaz et al., 2016a; Rodriguez y Ramirez, 2012).

Al nacer, los pequefios murciélagos tienen dientes. Nacen ciegas y crecen muy rapido
desarrollando sus alas y el pelaje. Pasados pocos minutos del nacimiento, la cria busca el pezon
de la madre y comienza a lactar, por un lapso aproximado de dos meses, hasta que vuelan por
su cuenta y consiguen su alimento. Los murciélagos suelen alcanzar su madurez sexual entre
los 12 y 14 meses de vida, variando entre cada especie el modo de apareamiento (Diaz et al.,
2021b).

4.7.5 Captura de murciélagos

La captura de murciélagos en refugios o cuevas puede llevarse a cabo durante el dia
utilizando redes méas gruesas, y no es necesario consultar el calendario lunar para realizar esta
actividad. Es importante tener en cuenta los riesgos asociados con trabajar en estos lugares, ya
que pueden albergar animales peligrosos y microorganismos patogenos para la salud humana
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca “MAGAP” y AGROCALIDAD,
2016).

Es importante predecir la posible via de entrada tales como son laderas, arroyos, caminos,
cafiadas, ya que no ingresan por medio de la maleza. La manipulacion de los murciélagos para
liberarlos de la red se debe realizar cuidadosamente, se sujeta con firmeza del cuerpo, para
localizar patas y alas y desenredarlo por completo. Luego se procede a identificar y se lo libera
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca “MAGAP” & AGROCALIDAD,
2016).

4.7.5.1 Redes de niebla: es considerada uno de los métodos maés tradicionales y antiguos
en la captura de aves y murciélagos, pero su uso es mas efectivo en el estudio de las poblaciones

de murciélagos. Existen de 2 tipos, las de nylon tranzado o poliéster Dracon y las de nylon
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monofilamento. En muchos casos es dificil remover los murciélagos y la red suele romperse
(Rodales y Juri 2006). Se recomienda colocarlas en linea recta o L. Se debe evitar dejar la red
tensa ya que esto impide una captura adecuada. Los animales colectados son retirados con
precaucién para evitar herirlos o dafar la red. Sus partes comprenden los soportes (barras de

aluminio), bolsillos, tensores y ligas de amarre (Bracamonte, 2018).

4.7.5.2 Equipos de sonido: se suele utilizar los detectores ultrasonicos que permiten
detectar y grabar sonidos de ecolocacién producidos por los murciélagos que van desde los 20
a 200 kHz (Pech et al., 2010).

Una vez registrados los sonidos de ecolocacion emitidos por los murciélagos, se lleva a
cabo su analisis en una computadora utilizando software especializado como Batsound,
Sonobat, BatScan, Echo Meter Touch y Kailedocospe. Estos programas estan disefiados para
analizar los sonidos de ecolocacion de los murciélagos y admiten formatos de audio de més de
32 bits con uno o dos canales (mono o estéreo), asi como frecuencias de muestreo de hasta 192
kHz. Dichos programas muestran las sefiales de diversas formas, como en oscilogramas y

espectrogramas, o en forma de espectro de energia (Lison y Calvo, 2011; Rizo et al., 2015).

4.7.6 ldentificacion de especimenes

En el libro de campo “Mamiferos del Ecuador” de Tirira (2007a), y el libro “Clave de
Identificacion de los Murci¢lagos Neotropicales” de Diaz et al., (2021b), se explican
especificamente las estructuradas a nivel de familias, subfamilias, géneros y especies. En la
Figura 1 y 2, se representa las medidas morfologicas y la forma de la hoja nasal

respectivamente, que facilitan la clasificacion de los murciélagos.

En general, gracias a estudios taxondmicos integrativos o predominantemente moleculares,
muchos nombres previamente considerados como subespecies 0 sindbnimos se reconocen ahora
como especies validas, mientras otras, por el contrario, fueron sinonimizadas bajo un nombre

existente. Existen paginas web que abarcan la complejidad de cambios en las categorias de

géneros y especies como www.batnames.org (Museo Americano de Historia Natural)
compilada y editada por Simmons y Cirranello (2020) y la Sociedad Americana de Mamiferos
(ASM), citada por Tirira (2021b).
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Figura 1. Esquema de medidas en murciélagos
Nota. Adaptado de (Tirira, 2007a; Diaz et al., 2021b)

Figura 2. Hoja nasal a) desarrollada, b) rudimentaria y c) alargada
Nota. Adaptado de (Diaz y Barquez, 2002)

4.7.7 Toma de muestras y transporte de individuos

Para tomar muestras de sangre, hisopados y biopsias, es necesario contar con permiso de
colecta otorgado por la Direccion General de Vida Silvestre. La persona que va a realizar estas
actividades debe utilizar guantes de latex o nitrilo, cubre bocas y lentes, para evitar estar

expuesto a cualquier contacto directo con fluidos del animal (Wilchis, 2004).

El transporte de individuos durante los muestreos, puede ser de forma individual o
colectiva. Para el transporte individual se usan bolsas de mantas pequefias o acorde al tamafio
del individuo y para los grupos se utilizan jaulas o mallas mosquiteras con estructura cilindrica,
de esta forma los murciélagos pueden percharse sin el peligro de ser aplastados o asfixiados
(Rizo et al., 2015).

4.8 Especies Nativas Del Ecuador
Actualmente se reconocen para el Neotrdpico 9 familias, 106 géneros y aproximadamente

450 especies de murciélagos: 22 Emballonuridae, 226 Phyllostomidae, 18 Mormoopidae, 2
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Noctilionidae, 2 Furipteridae, 5 Thyropteridae, 11 Natalidae, 56 Molossidae y 108
Vespertilionidae (Diaz et al., 2021).

En cuanto a las especies por pais, a pesar de que se debe considerar la precaucion con
respecto a las posibles diferencias en la taxonomia utilizada por cada autor, los datos son los
siguientes, indicando los confirmados (y los probables entre paréntesis): Argentina 67, Bolivia
146 (1), Brasil 181 (4), Colombia 217 (4), Chile 14, Ecuador 183 (3), Guyana 125 (6), Guayana
Francesa 101 (2), Paraguay 57 (2), Pert 188 (2), Surinam 99 (8), Uruguay 22 (3) y Venezuela
172 (2). En Sudamérica, Colombia es el pais con mayor diversidad de murciélagos, seguido por
Per(, Ecuador y Brasil (Males, 2019). Es notable que, a pesar de su pequefia superficie, Ecuador

posee un numero mayor de especies registradas (Solari, 2007a).

La cordillera de los Andes es uno de los procesos historicos mas importantes que intervino
dentro de la diversificacion de murcielagos, abarca 1,5 millones de km2 con un rango altitudinal
que va desde 600 hasta 6000 m y se distribuyen en la porcién occidental de Sudamérica
(Martinez et al., 2012).

4.8.1 Distribucion de Murciélagos en Ecuador

La variedad de murciélagos en Ecuador se divide en las ocho familias tradicionalmente
reconocidas, que abarcan 62 géneros, 168 especies y 73 subespecies (vease tabla 2). La familia
Phyllostomidae destaca como la méas variada en el pais, con 109 especies distribuidas en seis
subfamilias y 36 géneros. Este nivel de diversidad representa aproximadamente el 65 % de
todas las especies de murciélagos registradas hasta la fecha en Ecuador (Tirira, 2012c; Tirira,
2021b).

En la familia Phyllostomidae, la subfamilia Stenodermatinae exhibe la mayor variedad,
con 53 especies, lo que representa el 49 % del total de filostdmidos y el 32 % de todas las
especies de murciélagos del pais (Barquez et al., 2020). Otras familias que muestran una
diversidad notable son Molossidae y Vespertilionidae, con 19 y 18 especies respectivamente,
cada una representando aproximadamente el 11 % del total nacional para su familia. Molossidae
cuenta con una subfamilia y ocho géneros, mientras que Vespertilionidae tiene dos subfamilias
y cinco géneros. Entre los géneros mas diversos se encuentran siete pertenecientes a la familia
Phyllostomidae (Arias et al.,2016).
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El orden Chiroptera no ha destacado por su riqueza en especies endémicas en Ecuador. De
las 38 especies de mamiferos endémicos mencionadas por Tirira (2007a), solo cinco
pertenecian a los murciélagos: Anoura fistulata, Lonchophylla orcesi, Lophostoma
aequatorialis, L. yasuni y Molossops aequatorianus. Sin embargo, en la actualidad, solo tres
de estas especies se consideran endémicas, ya que una especie ha sido registrada en uno de los
paises vecinos (A. fistulata) y otra ha experimentado cambios taxonémicos (L. aequatorialis).
(Diaz et al., 2021b).

De acuerdo con Yanez (2016) el 19 % del territorio ecuatoriano se encuentra dentro del
Patrimonio de Areas Naturales del Estado (PANE), que al momento esta constituido por 45
areas protegidas que estan integradas dentro del Sistema Nacional de Areas Protegidas del
Ecuador (tabla 3), que incluye reservas de la biosfera, biorreservas y bosques protectores
(Ministerio del Ambiente, 2015). El area de proteccion que cubre el PANE en el Ecuador
continental es del 17% del territorio total (41,027 km2, de una superficie total de 248,197 km2)
(Burneo y Tirira, 2014).

Tabla 2. Diversidad de murciélagos en el Ecuador (géneros, especies y subespecie)

Familia / Subfamilia Géneros Especies Subespecies
Emballonuridae 7 12 5
Declidurinae 1 2 1
Emballonurinae 6 10 4
Phyllostomidae 36 109 39
Desmodontinae 3 3 3
Glossophaginae 4 11 5
Lonchophyllinae 2 12 -
Phyllostominae 14 23 13
Carolliinae 2 7 2
Stenodermatinae 11 53 16
Mormoopidae 2 2 2
Noctilionidae 1 2 3
Furipteridae 2 2
Thyropteridae 1 4 2
Molossidae 8 19 12
Molossinae 8 19 12
Vespertilionidae 5 18 10
Vespertilioninae 4 11 6
Myotinae 1 7 4
Total 62 168 73

Nota. Adaptado de Tiriray Burneo, (2014)
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Tabla 3. Registro de murciélagos segun las provincias del Ecuador

Provincia Region No. Especies No. Localidades No. Registros
Carchi Sierra 1 1 5
Cotopaxi Sierra 1 1 1
El Oro Costa 3 6 51
Esmeraldas Costa 6 17 60
Guayas Costa 3 10 29
Imbabura Sierra 3 32 11
Loja Sierra 8 10 5
Los Rios Costa 3 9 19
Manabi Costa 3 8 9
Morona Santiago Amazonia 4 5 9
Napo Amazonia 5 11 16
Orellana Amazonia 8 38 145
Pastaza Amazonia 6 21 109
Santo Domingo Costa 4 4 6
Sucumbios Amazonia 7 27 89
Zamora Chinchipe Amazonia 4 4 6
Sin datos No determinada 7 - 11
Total 20 175 581

Nota. Adaptado de Tiriray Burneo, (2012)

4.9 Definicién de Secuenciacién

Un genoma es como un libro que esta comprendido con 30 mil letras, y esas letras estan
distribuidas por varias partes. La secuenciacion a breves rasgos es tratar de identificar cuales
son las letras que comprenden esas paginas que forman ese libro. Cuando se analizan las
muestras de hisopados se extrae el ARN que es el material genético del virus, y a partir de ahi
se puede comprender su linaje compuesto de un arbol genealdgico. Actualmente la plataforma
Nextstrain identifica veintidos clados filogenéticamente relacionados a las variantes del SARS-
CoV-2. Estos clados se nombran segun los dos ultimos digitos del afio estimado en que
surgieron, seguidos de una letra genérica (A, B, C) (Nextstrain, 2021).

Con el diagnoéstico se analiza la presencia o ausencia de la particularidad. Se trata de
identificar la lectura completa de esos libros, asi se puede descubrir nuevas variantes que
pueden ser de interés, de preocupacion, de monitoreo, etc. A su vez el resultado es publicado
en la plataforma GISAID. Por otro lado, se clasifican las secuencias del SARS-CoV-2 en ocho
clados: S, L, O, V, G, GH, GR y GV. Se ha observado que las ultimas cuatro categorias
contienen la mutacién D614G en la glicoproteina spike del virus, la cual esta presente en las

variantes de mayor preocupacion (Tegally, 2021; Jacob et al., 2021; GISAID, 2020).
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5. Metodologia
5.1 Area de estudio
El presente trabajo de investigacion se realiz6 en las provincias de Loja (canton Loja,
Catamayo, Saraguro), y en Zamora Chinchipe (canton Zamora, Yantzaza y Yacuambi) (Figura
3). La zona geografica se sitta al sur del pais, en la region sierra y amazonica. Se caracteriza
por sus climas multivariados, desde los 0 hasta 2400 msm, considerando su productividad hacen

que esta zonal sea propicia para la explotacion agropecuaria.

702000 720000 738000

o p
San Vicente

Z : S Al aNoya Alto
As 5774 e

Cueva Los Guayacanes ®

000+656

0009256

.......................................................................

ZAMORA CHINCHIPE

Abra de Zat:nora

....................................................................

El Carmen :

0008556

S la Arggia:
Parque Recfr

LEYENDA

@ Puntos de muestreo
[ Loja 9
[ Zamora Chinchipe / :
Figura 3. Georreferencia del area de estudio y puntos de muestreo
Nota. Adaptado de QGIS version 4.4 (2022)

;
:
;
:
;
]
:
.

Ed
\
:
)
.
.
.
)
.
.
.
:
;
:
d
'
.
'
‘
.
’
i
'
)
,
:
,
'
.
;
H
A
.
:
.
.
.
0000556

5.2 Disefo de estudio

Es de caracter observacional con enfoque de corte transversal.

5.3 Tipo de muestreo y tamafio de muestra
Se realiz6 un muestreo no probabilistico (por conveniencia), donde se tomé como tamario

muestral 126 animales en total.

Las muestras fueron etiquetadas en base al proyecto desarrollado por el grupo de
investigacion genética y biologia molecular y nombradas por sus siglas en inglés GMB (Genetic

and Molecular Biology).
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5.4 Métodos y técnicas
5.4.1 Captura e identificacion de individuos

Se procede a ingresar al lugar con luces encendidas tanto en casa abandonadas como en
cavernas, luego se alistan los materiales para armar y colocar las redes de niebla en forma lineal
0 “L” para abarcar la mayor zona posible.

Una vez que los murciélagos se quedan atrapados en la red (Anexo 3), se procede a
desenredarlos uno por uno, tomandolos cuidadosamente de la cabeza y sus alas, para luego
colocarlos en bolsas de tela termicas por un periodo de 10 min como méximo, para su posterior

identificacion.

Para la identificacion correcta de los especimenes se siguio la terminologia propuesta por
Tirira (2007a) y Diaz et al., (2021b) en sus libros “Mamiferos del Ecuador” y “Clave de
Identificacion de los Murciélagos Neotropicales”, respectivamente. Como datos importantes se
consideraron las coordenadas geograficas, fecha de recoleccion de cada individuo, informacion
ecologica, sexo, madurez sexual, nimero total de animales capturados, grupo de
clasificacion/especie, presencia 0 ausencia de alas pterigoideas, presencia o ausencia de

uropatagio (Anexo 1).

Para identificar la madurez sexual en los especimenes machos, se determind el tamafio,
forma y posicion de los testiculos (escrotales, inguinales o impalpables), para el caso de las
hembras se evaluo la presencia o ausencia de pezones (no evidente, lactante o post lactante).
Para los anélisis solo se utilizaron especimenes que tengan mas de 2 individuos en la misma
especie para mantener una muestra homogénea y evitar errores estadisticos. Todos los animales
fueron liberados sin ningun dafio aparente y se manejaron con sumo cuidado de conformidad
con los principios de bienestar animal. Méas adelante, en la seccion de consideraciones éticas se
especifican las normativas de bioéticas para el uso de animales en investigacion y manejo de

animales silvestres.

5.4.2 Tomay transporte de muestras

Se tomaron muestras de tipo orofaringeas por cada animal, mediante un hisopo, girando la
cabeza de algodon por varias ocasiones dentro del hocico. Las muestras se colocaron en tubos
de centrifuga que contenian 2,5 ml de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), cortando

la parte sobresaliente del hisopo para cerrar el criovial y se conservaron en refrigeracién a una
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temperatura de -4 °C dentro de un cooler hasta llegar al laboratorio del Centro de Biotecnologia

de la Universidad Nacional de Loja, donde se llevo a cabo el analisis de RT-qPCR.

Todos los tubos fueron debidamente rotulados con el codigo asignado en campo para cada
especie (Anexo 2). Sélo con las muestras positivas conservadas en cadena de frio, se realizo la
secuenciacion en los laboratorios del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
(INSPI) de la ciudad de Guayaquil. Las muestras positivas fueron evaluadas nuevamente para

evitar contaminacién cruzada.

5.5 Extraccion de ARN y Secuenciacion

El ARN viral se aislé utilizando el protocolo del kit comercial (MagMAX™
Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation) de Applied Biosystems, modificado para un volumen
total de muestra de 200 pl, con el siguiente volumen por reaccion para cada muestra: Mix de
Vinculacién Solucién-Perlas magnéticas (265 ul + 10 ul) y, Proteinasa K (5 ul). La extraccion
se realizdé de forma automatica en el AutoPure Pro32 de Gentech Biosciences, para cada
extraccion a lo largo de la placa se utilizo Master Mix de extraccion + muestra (280 pl), Tampon

de lavado (500 pl), etanol 80 % (500 pl), etanol 80 % (250 pl), tampon de elucion (70 pl).

La determinacion de presencia/ausencia de SARS-CoV-2 se obtuvo con el kit comercial
(TagPath™ COVID-19 CE-IVD RT-PCR) a través de una RT-gPCR. La reaccion de gPCR
utilizo los siguientes volimenes para una reaccion total de 20 ul: TagPath™ 1-Step Multiplex
Master Mix 4X (6,25 ul), COVID-19 Real Time PCR Assay Multiplex (1,25 ul), Agua libre de
nucleasas (7,50 ul), ARN extraido (10 ul). El ensayo se realiz6 en el equipo QuantStudio5 de
Applied Biosystems con una placa de reaccion de volumen 0,1 pl con el programa detallado a
continuacion:

Tabla 4. Protocolo de gPCR para diagnéstico de Coronavirus

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Incubacion de UNG 25 2 minutos 1
Transcripcion inversa 53 10 minutos 1
Activacion 95 2 minutos 1
Desnaturalizacion 95 3 segundos 40
Hibridacion/extension 60 30 segundos

A partir de las muestras positivas de murciélagos de la especie Anoura geoffroyi y
Desmodus rotundus, se llevo a cabo el proceso de extraccion de acido nucleico utilizando el kit

(Qiagen Viral RNA mini) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El proceso de RT-
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gPCR se llevo a cabo con el uso de cebadores y sondas de protocolo del Hospital Charité de
Berlin, Alemania (Corman et al., 2020). Este protocolo se basa en la deteccion de la region E,
para detectar el betacoronavirus asociado a murciélagos para el SARS-CoV-2, seleccionando
las muestras con valores de CT mas bajos. Es relevante destacar que el proceso de secuenciacion
de nueva generacion se realizé utilizando la tecnologia ILLUMINA con el kit (CovidSeq) v el
equipo MiSeq con las recomendaciones del fabricante, el procedimiento incluye las siguientes
fases: Desnaturalizacién del ADN, Sintesis de la primera cadena de ADNc, Sintesis de la
segunda cadena de ADNCc, Etiquetado, Limpieza de la libreria, Normalizacion de la libreria,
Hibridacion, Enriquecimiento de la libreria, Amplificacion y Limpieza de la libreria
enriquecida. A continuacion, se llevé a cabo el proceso de cuantificacion de la biblioteca

utilizando el kit (QuantiFluor ONE dsDNA System) para normalizar las bibliotecas genéticas.

5.6 Analisis de datos e interpretacion

Los datos se presentaron mediante una tabla de frecuencias para establecer la infeccion por
SARS-CoV-2 y otros coronavirus humanos. Se aplico el test Exacto de Fisher o Chi-cuadrado
para determinar la relacion entre la variable dependiente y las independientes tanto dicotomicas
como politdmicas, mientas que, el test Binomial se aplicd especificamente para la variable
“sex0”. Se considerd un P valor menor a 0,05 como estadisticamente significativo en los dos
test, todos los analisis se realizaron con el programa estadistico Jamovi versién 2.4.11 de libre

acCceso.

El andlisis bioinformatico de la secuenciacion se manejo en el programa DRAGEN
COVID con la herramienta COVID LINEAGE en BASE SPACE SEQUENCE HUB, asi
mismo, se hizo uso de las herramientas NEXTCLADE y PANGOLIN para corroborar los
resultados obtenidos (Laboratory Diagnosis of nCoV 1, 2023). Ademas, se empleo el Software
MEGA (https://www.megasoftware.net/) para determinar la similitud de las secuencias y
finalmente, para elaborar el alineamiento multiple de las secuencias se uso la herramienta
Crustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), conjuntamente con la base de
datos GISAID (https://gisaid.org/wiv04/).

5.7 Consideraciones éticas
Los animales fueron manejados de conformidad con las regulaciones para el cuidado y uso

de animales en investigacién en el “Cddigo Organico del Ambiente” (ROS No 983, Ecuador).
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Los lineamientos de Regulacion y Control Zoosanitario para el “Programa de Prevencion
y Control de Rabia Bovina” se basaron en la normativa vigente de la Agencia de Regulacion y
Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD) donde los operativos de control de vectores se
basan en el Manual para la Prevencion y Control de Rabia Bovina en el Ecuador, codificada en
la Ley Organica de la Sanidad Agropecuaria, mediante Resolucion DAJ-2013461-0201.0214,
la cual fue publicada en el Registro Oficial N°211 el 25 de marzo de 2014, ningln animal fue

sacrificado.

Para la captura y toma de muestras también se aplicdé la normativa vigente de la
Universidad Técnica Particular de Loja basadas en el Estudio y Manejo de mamiferos silvestres
del Ecuador descrita en la Asociacion Ecuatoriana de Mastozoologia (AEM) y aprobada por la
Sociedad Americana de Mastozoologia publicada en el (2016) y actualizada al afio 2022 que

cuenta con herramientas oficiales en Ecuador y Latinoamérica.
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6. Resultados

6.1. Frecuencia de infeccidn relacionado al SARS-CoV-2 en murciélagos de las provincias
de Lojay Zamora Chinchipe.

Se analizaron 126 murciélagos de los cuales el 19,84 % corresponden a la provincia de
Lojay el 80,16 % a la provincia de Zamora Chinchipe (Figura 4). Con el uso de la técnica RT-
gPCR se logré detectar un 13,49 % de muestras positivas al SARS-CoV-2 entre las dos
provincias de estudio, sin embargo, al comparar entre ellas no hubo diferencia estadistica en el
porcentaje de positivos (Tabla 5).
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Figura 4. Individuos capturados entre la provincia de Loja y Zamora Chinchipe

Tabla 5. Porcentaje de infeccion al SARS-CoV-2 en murciélagos de Loja 'y Zamora Chinchipe.

Provincia Negativos % Positivos % Total p-
valor
Loja 22 88 3 12 25 0.807
Zamora Chinchipe 87 86,14 14 13,86 101 ’
Total 109 17 126

Nota. Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado para verificar diferencias estadisticamente
significativas entre las proporciones, se considero un valor de p < 0,05 como
estadisticamente significativo*

6.2. Frecuencia de infeccion al SARS-CoV-2 segun su localidad.

El mayor porcentaje de negativos se present6 en la Argelia 91,30 %; seguido de la Cueva
de los Guayacanes 89,36 % y el Parque Bombuscaro 87,50 %; mientras que la localidad donde
se observa un mayor porcentaje de positivos es en el Carmen con un 50 % de los casos, seguido

de San Vicente con un 20,00 % y la Noya Alto con un 17,65 % (Tabla 6); sin embargo, las
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diferencias observadas en las proporciones de cada localidad no son estadisticamente

significativas.

Tabla 6. Porcentaje de infeccion al SARS-CoV-2 en murciélagos segun su localidad.

Negativo Positivo
Localidad Total N % N % p-valor
Abra de Zamora 2 2 100 0 0
Cueva de los Guayacanes 47 42 89,36 5 10,64 0,643
El Carmen 2 1 50,00 1 50,00
La Argelia 23 21 91,30 2 8,70
La Noya Alto 34 28 82,35 6 17,65
San Vicente 10 8 80,00 2 20,00
Parque Bombuscaro 8 7 87,50 1 12,50
Total 126 109 86,51 17 13,49

Nota. Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado, valor estadisticamente significativo (< 0.05)*

6.3. Frecuencia de SARS-CoV-2 en murciélagos con relacion a la especie.

Del total de murciélagos 17 estuvieron relacionados con el SARS-CoV-2 y pertenecen a la
familia Phyllostomidae, se identificaron 9 especies y géneros descritas en la Tabla 7. De todos
los positivos, el 35,29 % (6 casos) corresponden a Carollia perspicillata, seguida de Desmodus
rotundus con un 23,53 % (4 casos), y Carollia sp junto con Anoura geoffroyi representan el
17,65 % (3 casos) cada una respectivamente. Adicionalmente, estas diferencias no son

estadisticamente significativas.

Tabla 7. Porcentaje de infeccion al SARS-CoV-2 en murciélagos con respecto a la especie.

Negativo Positivo
Especie Total N % N % p-valor
Anoura geoffroyi 26 23 21,10 3 17,65
Carollia brevicaudum 1 1 0,92 0 0 0,426

Carollia perspicillata 35 29 26,61 6 35,29
Carollia sp 15 12 11,01 3 17,65

Dermanura glauca 1 1 0 0
Desmodus rotundus 37 33 0,92 4 23,53
Enchisthenes hartii 1 0 30,28 1 5,88

Histiotus montanus 1 1 0,92 0 0

Sturnia giannae 9 9 8,26 0 0
Total 126 109 13,49 17 86,51

Nota. Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado, valor estadisticamente significativo (< 0.05)*

6.4. Frecuencia de SARS-CoV-2 en murciélagos de acuerdo al sexo.
Se determiné que 37 individuos son hembras, 60 son machos y en los 29 restantes no se

establecio el sexo, puesto que, se cambio el protocolo de captura. Dentro de los 17 individuos
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positivos, los machos representan un 52,94 % en comparacion con las hembras 47,06 %, sin

embargo, no se encontro diferencia estadisticamente significativa (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de infeccion al SARS-CoV-2 en murciélagos segun el sexo.

Resultado Sexo N Total (%) p-valor
Positivo Hembra 8 47,06 0,088
Macho 9 52,94
Total 17 100

Nota. Se utilizé un test Binomial, valor estadisticamente
significativo (< 0.05)*

6.5. Frecuencia de otros Coronavirus (CoV) en murciélagos.

Se analizaron 31 muestras respecto a la infeccién por otros CoV, logrando obtener un 24,60
% de individuos positivos. EI mayor porcentaje se encontr6 en el Coronavirus humano NL63
(HCoV-NL63) con 12 casos que representan el 38,70 %, seguido del Coronavirus Humano
KUl (HCoV-HKU1) con 9 casos correspondientes al 29,03 %, prosigue el Coronavirus
Humano 229E (HCoV-229E) que posee un 19,35 % (6 casos) y finalmente el Coronavirus
Humano OC43 (HCoV-0C43) que presenta un 12,90 % (4 casos) (Tabla 9). Los datos no

muestran diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 9. Presencia de otros CoV

Coronavirus Positivos p-valor
N %
HKU1 9 29,03
NL63 12 3870 0123
0C43 4 12,90
229E 6 19,35
Total 31 24,60

Nota. Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado,

valor estadisticamente significativo (< 0.05)*
6.6. Andlisis Filogenético

Para estimar las similitudes de identidad de los genomas frente a la infeccion por SARS-

COV-2, se realizd un andlisis filogenético utilizando las secuencias de murciélagos codificadas
como GMB7 (Anoura geoffroyi), GMB58 (Desmodus rotundus), GMB60 (Desmodus
rotundus), GMB68 (Desmodus rotundus), y GMB72 (Desmodus rotundus), mismas que fueron
puestas en contraste con la secuencia genomica del SARS-CoV-2 (NCBI Reference Sequence:
NC_045512.2).
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Se realiz6 una matriz de identidad porcentual con la herramienta “Clustal Omega”, la cual

hizo la alineacion multiple entre las secuencias existentes frente al genoma de referencia del
SARS-CoV2 (NCBI Reference Sequence: NC_045512.2). Se comprobé que la especie Anoura

geoffroyi (GMBY7) tiene una similitud mas cercana con un 75,89 %, seguida de la especie

Desmodus rotundus (GMB72) que posee un 69,15 % (Tabla 10).

Tabla 10. Matriz de identidad porcentual entre secuencias analizadas y el genoma de referencia.

N Cddigo Resultado

1 NC_045512.2 100.00 69.15 7589 67.05 56.30 57.13

2 GMB72 69.15 100.00 5954 61.67 47.39 44.29

3 GMB7 7589 59,54 100.00 75.01 67.44 61.25

4 GMB68 67.05 61.67 75.01 100.00 5743 54.84

5 GMB58 56.30 47.39 6744 5743 100.00 66.30

6 GMB60 57.13 4429 6125 5484 66.30 100.00

Posteriormente se elabord un arbol filogenético por el método de distancias (Neighbor-

Joining) entre las secuencias relacionadas al SARS-CoV-2 (Figura 5). Al observar estos

resultados, se pudo inferir que las distancias méas cercanas GMB?7 (0.02374) entre las especies

0 secuencias representadas indican relaciones mas cercanas, mientras que las distancias mas
alejadas GMB 58 y GMB 60 (0.21343 y 0.21291) sugieren mayores diferencias evolutivas. En

general, cuanto mayor sea la distancia, mayor sera la divergencia evolutiva.

NC_045512.2 -0.00875
GMB7 0.02374
GMB72-0.00759
GMB68 0.11519
GMB58 0.21343
GMB60 0.21291

Figura 5. Arbol filogenético por el método Neighbor-Joining
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7. Discusién

En la investigacion realizada se analizo 126 muestras orofaringeas, resultando un 13,49 %
de la poblacion estudiada positiva a SARS-CoV-2 entre las provincias de Loja y Zamora
Chinchipe. Segun la actual informacion es el primer trabajo relacionado con los reservorios
naturales en murciélagos entre las provincias antes mencionadas. En Ecuador el primer informe
epidemioldgico sobre la presencia de SARS-CoV-2 fue el 29 de febrero del 2020 (OMS,
2020a). Asi mismo, Eloit et al., (2020) analizaron 645 murciélagos, mismos que albergaban
dos docenas de tipos de coronavirus, y el 0,47 % resultaron positivos a SARS-COV-2 en la
peninsula de Indochina. En otro estudio, se analiz6 muestras orofaringeas y rectales de 985
murciélagos, resultando el 6,5 % de la poblacion estudiada positivo a diversos coronavirus
(Tang et al., 2006).

El Diario (2022) comunico, que el Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Pablica (INSPI) a inicios del 2021 analiz6 varias muestras de animales de compafiia, roedores
y fauna silvestre en la ciudad de Guayaquil e informé la deteccion del virus por medio de RT-
gPCR, correspondiendo un 49 % a fauna urbana; 11 % en animales silvestres; 28 % concierne
a los animales de compafiia y 12 % a otras categorias. Por otro lado, se produjeron un total de
13,529 alertas relacionadas con animales infectados, en donde la ciudad con mayor nimero de
alerta fue Quito con 43 % y Guayaquil con 10 %. Estos resultados fueron similares a los
encontrados en nuestro estudio, por la técnica RT-gPCR, en los cuales la mayor frecuencia de
infeccion se registro en la provincia de Zamora Chinchipe 80,16 %; seguido de la provincia de
Loja 19,84 %. Novelli (2020), demostr6 la circulacion de coronavirus en dos especies de
murciélagos insectivoros Tadarida brasiliensis y Molossus molossus provenientes de las

provincias de Santa Fe (n=58) y Cérdoba (n=49) respectivamente.

De la misma manera, Dileepan et al., (2021) reportan que los niveles de seropositividad
varian segun la poblacion animal estudiada y comprende desde 0,7 a 35 % en regiones de
Alemania, Italia, Polonia, Croacia, Espafia, Francia, EE. UU y Brasil. Sus resultados
demuestran que las tasas de seropositivos al SARS-CoV-2 son mas altas en gatos siendo el 8 %
que en perros de compafia con el 1 %, realizadas mediante ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA). En contraste con nuestro estudio, la localidad donde se observa un mayor porcentaje
de positivos es en el Carmen con un 50 % de los casos, seguido de San Vicente conun 20 %y

la Cueva de los Guayacanes con un 10,64 %.
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Bonilla et al., (2021) reportaron la presencia de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 en
murciélagos de la selva amazonica. De igual forma D Katherine et al., (2021) sefialan que si
bien es posible que los murciélagos y los humanos se hayan infectado con el SARS-CoV-2 de
forma independiente, el descubrimiento de particulas virales de SARS-CoV-2 en murciélagos
en Ecuador es un recordatorio de que los murciélagos son una fuente potencial de virus

emergentes.

La reciente pandemia nos recuerda la diversidad que tienen los virus ARN, puesto que
pueden propagarse y adaptarse a cualquier huésped, especialmente murciélagos. Como los
coronavirus afectan a tantas especies, y los murciélagos son hospedadores naturales de
innumerables virus, se debe estudiar las transmisiones inter-especie, puesto que esta familia

forma un complejo ecosistema, del que se sabe poco.

Se analizaron 126 hisopos orofaringeos de 7 localidades y 9 especies distintas de
murciélagos, se logré identificar 9 especies, sin embargo 4 resultaron estar relacionadas al
SARS-CoV-2 como son Carollia perspicillata 35,29 %, seguido de Desmodus rotundus 23,53
%, y finalmente, Carollia sp junto con Anoura geoffroyi representan el 17,65 %
respectivamente. Un estudio similar realizado por Luan et al., (2020b) identifico 5 especies con
alta susceptibilidad cuya ACE2 podria unirse a la proteina S del SARS-CoV-2 entre ellos:
Rhinolophus macrotis, Rhinolophus sinicus, Rhinolophus pearsonii, Rousettus leschenaultii y
Pteropus vampyrus. Schlottau et al., (2020) reportaron una susceptibilidad del 78 % en
murciélagos frugivoros (Rousettus aegyptiacus) a la infeccién por SARS-CoV-2 en condiciones

experimentales (inoculados via intranasal).

En México, de 606 murciélagos muestreados de 42 especies diferentes, 32 muestras fueron
positivas a 13 coronavirus (CoV) distintos; 9 eran CoV alfa, 4 CoV beta y 12 eran nuevos. En
un murciélago Nyctinomops laticaudatus se encontré un B-CoV con un 96,5 % de identidad
aminoacidica con el B-CoV asociado a la enfermedad humana en Oriente Medio (Anthony et
al., 2013a). En Espafia se han detectado 14 coronavirus en 9 especies ibéricas de murciélagos,
evidenciando una diversidad y distribucion amplia de alpha y coronavirus en Espafia (Falcén et
al., 2011). La vigilancia de posibles brotes de coronavirus implica el estudio de los murciélagos
en cada nacion, para asi establecer la ecologia de la extensa familia, lo cual concuerda con los

resultados obtenidos.
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En el laboratorio Friedrich-Loeffler (FLI) (2020), se determinaron que los animales
inoculados por via nasal con SARS-CoV-2 no muestran ningun sintoma de enfermedad ni
infeccion eficaz a sus congéneres. Aunque, los resultados muestran que los murciélagos son
susceptibles a la infeccion por SARS-COV-2. La Universidad de Anglia Oriental (UEA), la
Sociedad Zooldgica de Londres (ZSL) y Salud Publica de Inglaterra (PHE), (2021) analizaron
53 murciélagos de herradura menor perteneciente a la especie Rhinolophus affinis, dando como
resultado un positivo (1,9 %) denominado 'RhGBO01” (Crook et al., 2021). Los cientificos Juste,
Figueras y Echevarria, (2020) reportaron que el 2,7 % de virus encontrados en murciélagos
frente a los roedores que presentan en promedio 2,48 % indica que los murciélagos no son méas

peligrosos en relacion con posibles zoonosis que el resto de los mamiferos.

Lau et al., (2005) identificaron un CoV estrechamente relacionado con el SARS-CoV (bat-
SARSCoV) en 23 (39 %) de 59 frotis anales de murciélagos de herradura chinos salvajes
(Rhinolophus sinicus) mediante RT-PCR. En el 84 % de los murciélagos de herradura chinos
se detectaron anticuerpos contra la proteina nucleocapside recombinante del SRAS-CoV de
murciélago mediante un inmunoensayo enzimatico. En la mayoria de estudios no se especifica
si el SARS-CoV-2 afecta mas a los machos que a las hembras o viceversa, como resultado
ambos sexos contenian material genético estrechamente relacionado con el SARS-CoV.

Pérez et al., (2020) realizaron un estudio sobre el salto inter-especie, en donde la transmision
de la enfermedad proveniente del murciélago a través del hospedador intermedio como camello,
civeta y pangolin causa una enfermedad respiratoria grave. Aunque los resultados de este
estudio apuntan al potencial de los murciélagos frugivoros como modelo de hospedador
reservorio, el riesgo de infeccion por SARS-CoV-2 en murciélagos de vida libre tendra un gran

impacto en los programas de proteccidn ecoldgica de los murciélagos.

Por otra parte, la frecuencia de infeccion por otros coronavirus, considerando la poblacion
total de murciégalos es de 24,6 %. El 9,52 % de HCoV-NL63 fue mayor en comparacion con
el 7,14 % de HCoV-HKUL; seguido del 4,76 % de HCoV-229E y finalmente el 3,17 % de
HCoV-0C43. De igual forma Ge et al., (2016) identificaron 6 especies de murciélagos:
Rhinolophus sinicus, Rhinolophus affinis, Hipposideros pomona, Miniopterus schreibersii,
Miniopterus fuliginosus y Miniopterus fuscus, que representan entre el 80 % y 99 % de
identidad de secuencia de acido nucleico con especies Alphacoronavirus entre ellas BtCoV
HKU2, BtCoV HKU8 y BtCoV1, y especies no asignadas BtCoV HKU7 y BtCoV HKU10. De
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igual modo, Woo et al, (2006b) analizaron hisopados anales de 309 murciélagos de 13 especies
en 20 lugares distintos, siendo de 37 (12 %) positivos seis nuevos coronavirus; cuatro eran del
grupo 1 (bat-CoV HKU2 del murciélago chino de herradura, bat-CoV HKU6 del murciélago
de patas grandes de Rickett, bat-CoV HKU7 del murciélago de alas curvas y bat-CoV HKU8
del murciélago de alas curvas) y dos del grupo 2 (bat-CoV HKU4 del murciélago de bambu
menor y bat-CoV HKUS del pipistrello japonés). Zhou et al., (2020a) afirman que la especie
Rhinolophus affinis (BatCoV RaTG13) mostraba una elevada identidad de secuencia 96,1 %
con el 2019-nCoV. Asi mismo, la cepa RaTG13 (CoV4991), mostré una identidad en la
secuencia de nucleotidos del 93,1 % con Bat-CoV-RaTG13, siendo la de mayor identidad en

comparacion con otros coronavirus descritos.

La aparicion de varias enfermedades infecciosas emergentes en humanos esta relacionada
con una amplia gama de virus encontrados en murciélagos portadores. La investigacion para
comprender mejor esta relacion entre el SARS-CoV-2, el papel de los murciélagos y los
humanos no es del todo clara en la transmision de la enfermedad, por lo que esta relacion no
estd claramente establecida. Si bien es cierto, existe la posibilidad de que los murciélagos sean
una fuente de la enfermedad en Ecuador, es importante acotar que existen otras vias de
transmision/exposicion de la enfermedad. So6lo el 6 % de todas las secuencias de CoV del

GenBank proceden de murciélagos (Anthony et al., 2017b).

Con respecto al analisis gendmico, es mas practico investigar la historia evolutiva de los
virus ARN mediante un Gnico gen funcional en lugar de examinar genomas virales completos.
Los arboles filogenéticos se construyen utilizando este gen relativamente conservado, lo que
sugiere la posibilidad de una co-divergencia entre virus y hospedador a lo largo de extensos
periodos evolutivos, aunque no siempre se pueda establecer una relacion de macroevolucion
estricta entre ambos. En el caso de los coronavirus transmitidos por murciélagos, parece que
todos derivan de un virus ancestral con la capacidad de transmitirse entre especies. Finalmente,
esta investigacion caracterizd un coronavirus de referencia con las secuencias obtenidas de
murciélagos de la provincia de Loja y Zamora Chinchipe y resalta la importancia de realizar
estudios de vigilancia para prepararnos ante una futura aparicion de reservorios de fauna

silvestre.

Las secuencias analizadas se sitllan en 2 clados diferentes a nivel mundial, el clado 20B

(linaje B.1.1.161 y linaje B.1.1,) y 22F (linaje XBB) que corresponde a los linajes Saudi,
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europeo y Recombinante, respectivamente. A su vez pertenecen a las variantes Lambda y
Omicron. La OMS (2023b), informé que el clado 20B se encontraba en circulacion a nivel
mundial desde el 3 de febrero del 2020 y el clado 22F estuvo en circulacién desde el 10 de
enero del 2022. Lo que confirma la presencia de los linajes en nuestro pais, puesto que las
muestras fueron recolectadas con fecha 18, 22 y 25 de agosto del afio 2022 y pertenecen a la

especie Desmodus rotundus y Anoura geoffroyi.

Se comprobd que la especie Anoura geoffroyi (GMB7) tiene una similitud mas cercana
con un 75,89 %, seguida de la especie Desmodus rotundus (GMB72) que posee un 69,15 %.
Ademas, las distancias resultantes en el arbol filogenético construido mediante el método de
distancias Neighbor-Joining indican la medida de diferencia o divergencia evolutiva entre las
secuencias comparadas. La distancia GMB7 (0.02374) sugiere una similitud cercana entre las
secuencias comparadas, lo que indica que las secuencias comparten un ancestro comdn mas
reciente y han experimentado pocos cambios a lo largo del tiempo. Mientras que, las distancias
GMB 68 (0.11519), GMB58 (0.21343), y GMB (0.21291) implica una mayor diferencia o
divergencia evolutiva en comparacion con la distancia anterior. Las secuencias estan menos

cercanas evolutivamente y han experimentado més cambios a lo largo del tiempo.
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8. Conclusiones

Se detectaron animales positivos mediante la técnica RT-qPCR, al evaluar las 126
muestras, se obtuvo un mayor porcentaje de casos positivos para la provincia de Zamora

Chinchipe en comparacion con la provincia de Loja.

Se identifico mayor presencia de SARS-CoV-2 en murciégalos de la especie Carollia sp.
Asi mismo, la frecuencia de infeccion por otros coronavirus humanos, destacando los de mayor
de frecuencia son el CoV-NL63 y CoV-KHUL.

Los resultados de secuenciacién obtenidos aportan informacion sobre la circulacion de
virus en Ecuador en animales silvestres. Dada la situacion geogréafica de las muestras, podemos
especular, que la forma de contagio inter-especie de hombre-animal se realiza a través de un

posible intermediario, y es mucho més comdn de lo que se piensa.

Una de las limitaciones destacadas en este estudio radica en la escasez de informacién
disponible en términos de porcentajes, lo cual dificulta realizar comparaciones y discusiones

adecuadas, especialmente en relacion con esta especie, al momento de interpretar los resultados.
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9. Recomendaciones

Es necesario fortalecer la vigilancia e investigacion con enfoque “ONE HEALTH” para
comprender la dindmica de transmision del virus y desarrollar medidas de control efectivas, asi
como continuar monitoreando la prevalencia de la enfermedad en murciélagos y otros animales.
Asi mismo, seguir las pautas de las normativas internacionales para reducir el riesgo de

transmision de SARS-CoV-2 de murciélagos a humanos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion podrian utilizarse por instituciones de
control como AGROCALIDAD y Ministerio de Salud Publica para que puedan concientizar a
los moradores de lugares cercanos a cavernas sobre la visita de estas cuevas ya que pueden ser
un foco de contaminacion para los usuarios. Ademas, proponer estrategias de conservacion que
eviten o disminuyan la pérdida de refugios, asi como el sacrificio de murciélagos propios de la

Zona.

Se sugiere a la poblacion en general que los murciégalos identificados como positivos a
SARS-CoV-2, se les considere no causantes ni transmisores de la enfermedad COVD-19, ya

gue son reservorios naturales de este virus.

Indagar més en la investigacion sobre reservorios naturales del SARS-CoV-2 en base a
nuestra realidad y con nuestros recursos locales disponibles, sobre todo en animales silvestres,

domésticos y de produccion, predispuestos a la presencia de este tipo de coronavirus.

Por la calidad de las secuencias, se recomendaria que se investigue mas a profundidad la
relacion de estos genomas con otras variantes de coronavirus que infectaron humanos y que son
de interés (como por ejemplo Kent 0 B.1.1.7, variante sudafricana o B.1.351, variante brasilefia
0 P.2 o la variante india 0 P.1). Es necesario analizar la relacion que existiria entre todas ellas

con los genomas del virus de los animales para aclarar un poco mas el panorama.
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11. Anexos

Anexo 1. Protocolo de identificacion de especies en murciélagos.

PROTOCOLO DE IDENTIFICACION DE ESPECIES

Libro Tirira, 2007 y Neotropicales Diaz ef al 2016

Marcaje: pintar pulgar de las alas o garras
Fecha: ...
Localidad: ...
Hiabitat: .
Faselunar: ...
Tiempo de apertura: ...
Tiempo de cietre: ...
Coordenadas geograficas: .....................
Informacion ecologica: ...

Abreviaturas

CRm: Condici6n reproductiva macho
CRh: Condici6n reproductiva hembra
Pal: Presencia de alas pterigoideas
Pu: Presencia de uropatagio

Es: Escrotales

In: Inguinales

Im: Impalpables|

Pp: Presencia de pezones

Lact: Lactante

NTAc: Numero total de animales capturados

Codigo | Especie | Familia | Hora | N de red

Sexo

Edad

CRm CRh Peso | Pal | Pu | Cola

Es ‘ In ‘ Im | Pp ‘ Lact ‘ P-lact

,,,,,,

NTAc

N falanges | Borde labios | Forma de orejas

Hoja nasal | Color | Pulgar | Observaciones

D

[R [ A

Abreviaturas
D Desarrollada
R: Rudimentaria
AL Alargada

Adaptado de Tirira (2007) y Diaz et al., (2021)
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Anexo 2. Protocolo para toma de muestras en murciélagos.

Bioseguridad

Equipos de proteccion personal

Cofia

Guantes

Neoprex

Gaf
oo Guantes
con malla
= de acero
. Mascara

N Guantes
\de latex

i3

’

m, .
Guantes tejidos — -
moteados

Botas

=

-
<

Overol

Overol, mascarilla, gorra, guantes, botas, gafas

Equipo para la contencién de animales

Red de aluminio, red de fibra, bolsas térmicas

Identificacion de animal y de la muestra

Pintar pulgar o alas, etiquetado de la muestra

Descarte de material

Bolsas rotuladas como “infeccioso” o cajas
recolectoras de material cortopunzante.

Desinfeccion

Bomba de 10 litro con amonio cuaternario al
10% (1.5ml/lit)

Del sistema respiratorio

Hisopos nasofaringeos plastico punta rayoén,
Hisopos nasofaringeos punta algodon,

Tubos falcon 15¢cm con medio Eagle modificado
de Dulbecco (D" MEM)

Se gira el hisopo por varias ocasiones dentro del
hocico. Las muestras se colocaron en tubos
falcon con medio medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM), cortando la parte
sobresaliente del hisopo para cerrar el criovial y
Se conservaron a una temperatura de -4°C
dentro de un cooler.

Transporte

Refrigerada 2°C a 8°C
Bolsa hermética, papel absorbente, codificar,
pilas de hielo/gel refrigerante, cooler

Tiempo critico para llegar al laboratorio

Hasta 48 horas

Bolsa hermética, papel absorbente, codificar,
pilas de hielo/gel refrigerante, cooler

Examenes

Identificacion de virus

SARS-COV-2 y otros Coronavirus como
HCoV-NL63, HcoV-HKU1, HcoV-229E y
HcoV-0C43.

Secuenciacion: identificacion de 3 genes
ORFla, S, N

Adaptado de AGROCALIDAD Y MAGAP, (2016)
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Anexo 3. Protocolo para captura de murciélagos.

Fiesgo biologico 51X Mo Radioizotopo

5 X Mo Quimice carcinggene 513 Mo

Apente: Dulbecca's Blodified Easle Mledinm
(DMEN])

1. Iwwvestizader: Fodrize Ciznstoz  PhD
Departamento: Ciencias Bioldgicaz Telefonos:
0es 343 5307
Co-investigador: Elzo. Mlastozoologo T_L'-.':tn:-r
Fomero Departamento: Curador de la coleccion de
Wamiferoz de Muses de Zoologiz de 1z UTPL. Los
teléfonos: ik 353 L3T0.
Tutor: Jorge Ammijos PaD Departamento:
Dipcente  Investizador de Genetica, Biologia
Molecular v Calular de la UL, Los telefonos: 093
598 2184, Ahonoe: RIVZ. Gabrisla Pamra
Departamento: Estudiante da la hMasstmz Samidad
Animazl de la UML. Los telefonos: 098 308 3514,

1.  Espece: (nombrex comunes/cantidad
estimada)

Las ezpacie: gue infentsremos caphuoar afilizanda
tecnicas de rades de nishla zon Desmedus Fofundus,
Carollia zp, Corollia perspiciliare ¥ Anoura
geafiroyi. Esperamos caprurar entre 5 - 10 mdividaos
da esta espacie por dommidere idemtificado en el
bosque o cavernas. Esperamos visitar un mistime de
2 dormideros.

3. Ubicacion del alojamisnto pars animales

Edificio ) Cazeta }
Eosgue (30 Caverna 30
Habitacion £ Fio={ ]

4. Duracion propussta del provecto

2 mezez L) laio( 3

4 meses L) 1 sfovmedio ( }
S meses ) 2 afios ()

5. Numero: de propuoesta: 1
6. Numero: de presapuesto: $ 2 300, 00

7. Titulo del proyecto o nombre: DETECCION
DE VIREUS FEZPIFATORIOS DE LA FAMITIA
CORONATIRIMAE EN QUIRORTEROS
UREAMNOE DE LA PROVIMNCIASE DE LOTA Y
ZARORA CHINCHIPE. -

8. Extracto del Plan de Investizacion/Ensefianza
para la Informacion del Personal de Cuidado
Animal

Eztzremos capturande muarciglagos  utilizando
procedimientos  estandar de redes de nishla
{Arperican  Sacisty of Mlamwmologists, 20148
Diespués ds exraer rapida v cuidadossments cada
marcielazo de lared, se colocard enuna bolsa de tela
suave hasta su procesamiento (10 minntos coma
maxima). Cada marcielazoe 3e zacara de la bolza de
tela v se identificara por especis.

Cazda muarcielago se procesara lo mas rapido posible
para minimizar el estrés v/o las lesiones, retirando la
red de mniebla para gque no gueds atrapado
nuevaments.

. Reqguizito: especiales para el mantenimiento de
animales: No X 5i__ _
Mo se retendran an absoluto, zino gue sa liberaran
imediztamente despues de su procesamients en el
campa, es decir leego de la toma de moestra
orofaringes.

a. En cazo de requerir enjanlamisnto especifigue
el media:

tipo: bolza térmica; famane: individual, material:
tela‘alambra

10. Margque todas las casillas correspondientes. 51
hayv mas de una cazilla marcads por encabezado,
nOmere para quoe 3& cumpla.
Instruccionss para animales enfermos
Imstracciones para control de plagas de
animales mMuertos
__ Imvestigador de llamadas
__Investizador de lamadas
__ Ninguno
__ MNecropszia
___Chnice para tratar
__ Tira de plagas
X Terminar la capiura
__ ¥ Anotar observaciones
___ Eecolectar
_¥ Llevar al muszeo de la UTFL

11. PERIODO PROPUESTO: 01 azosto del 2022
a 23 de marzo del 2023
;La informacion confidencial esta contenids en el
provecto? 51X No__

12. OBTENCTON ¥ CUIDADO DE ANIMALES
{Adjunte hojas adicionales i &5 necesario)

Loz animales fueron manejados de conformidad con
las regulaciones para el cuidado vy uso de animales
& imvestizscion el "Codigo Organico del
Ambienta" (FAOS5 Mo 983, Ecuador).

Loz procedimientos del manejo de  animales
zilvestras se basaron en la normativa vigente de la
Apencia Ecuatorianz de Asegorarmiento de la
Calidad del Asro (AGROCAIIDATY donde las
oparztivos de contol de vectors: se bazan en el
Wlarmal para la Prevencicn v Coamol de Eabia
Eovinz en el Ecuador, codificada en la Ley Organica
ds la Sanidad Apgropecunaria, mediante Resohicion
DAT-20134461-0201.0214, la oozl foe poblicada en
el Fegistro Oficial =211 el 15 de marzo de 2014,
ningan anirpal fie sacrificado. ) i
Para la capiara v toona de muesiras tambien == aplico
la normativa vigente de la Universidad Tecmica
Particular de Loja basadas en el Ezsmdio v hlanejo
de mamuferos silvestres del Ecuador descrita ea la
Aspriacion Ecuatorians de Mastozoologiz (AEM) v
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gprobada por la  Sociedad Americanz de
Mastozoologia publicads en el (20148) v actualizada
al afio 2022 que cuentz con herramientas oficizlss en
Ecnador v Latinoamerica.

Expecie Lugar FPor Nomero
dia total
Dezmods Farnora 5 37
PoTurdLE
Arowra Loja 4 24
Eeofron
Carollia zp Zarnora 3 15
Carollia Zamora i} 35
PEFEPLCIIIaT
Enchizthenes | Zamora 0 1
arthy
Hiztiorus Zamora 0 1
QAL
Demanura Zamora 0 1
Jfteilige
Carollia Farnora ] 1
Brevicauaum
Shupvig Zamora 2 o
FIARIATE
126

13. PROPOSITO DEL ESTUDIO (En términos
no cientificos, describa el proposite general del
estudio, la justificacion para usar animales, v la
relevancia del provecto para la zalud o biolozia
homana‘animal Para cada parte del estudio con
animales, describir la especie, zexo, edad v
nomeroe ufilizados. Sé concise.)

El proposito de este provecto ex evalusr la
sfectividad del musstred ganetico no imvasivo para
estndiar m murcielagos, especies del bosgue zeco
ecnatoriane. Em el bosgue =eco  ecuatorizmo,
pequedias colonias gue normalmente consisten en
una parsja reproductora sdults v crizz de ados
anterioras tienden s posarse en las cavidades de los
arnoles de Cieba (Mavarre & Wilzon 19082).

Fecolectar uma muoestra buczl de cada individuo nos
penmitita comparar directaments el exito de la
amplificacion tante del ABMN. En  particular,
sbordzremos  lz=  zignientes  preguntzz  de
investizzcidn: 13 ;El SARS-COV-I exta prasente en
loz marcislazos? 2} ;Podemos wutlizar kits de
bumearos en murcielagos para detectar AR S-C0W -
27 Bi ez as1, ;Ez posible amplificar el AR de las
mestras bucales v cuantos veces se pueden repetir
all anzliziz de las muestras para evitar contarinacion
crzada?

14. NUMEEROQ DE ANIMALES ¥ AREA DE
ALOTAMVTENTO

;Se ha diseiado el estudin propuesto para
minimizar el momere de animale: uiilizados sin
dejar de proporcionar resultados cientificamente

validoz=? Proporcionar uma justificacion
estadiztica adecnada.

Estamos realizando un estudio piloto, disefiado can
1z intancidn principal de evaluar 1z wtilidad dal AR
da murciélasor como materizl de plantilla para
astedios gemsticos no invasives. Parz ser mas
inforrnative, uwn estudio como este debe incluir uma
comparacion entre las tasas de axito de la
aroplificacion de las muestras orofarmges:. En aste
mamento, zabemos de sitios de caprara como la
provincia de Luja'l Zamora Chinchipe en el sur del
Ecuador {la regidn geografica donde za whicara aste
estudia).

15. AREAS DE ESTUDIO

LSE llevaran los animales a un laboratorio u otra
Area v 3¢ mantendran por mas de 17 horas?

Si_ NoX

En caso afirmative, indigue el nuomers de
habitacion v el edificio.

16, PROCEDIMIENTOS para la ftoma de
muestras orofaringeas.
Se tomaron riestras de tipo arofaringess por cada
animal, mediznte un hizopo, girando lz cabeza de
algodon por varias ocaziones dentro del hocico. Las
muestras de loz hisopos orofarmesos se colocaran
an tubos Falcon de 135ml que comtenian 2 Sml de
medip Ezgle modificado de Dulbecca (DBIERD)
coriando 12 parte spbreszlients del hizopo para cerrar
2l criovizl ¥ e conservaron & una temperatora de -
45 demtro de un cooler hasta llezar al laboratorio
da Bioternolomizs de la Universided Macionzl de

Laoja.

17. Restriccion (describir metodo, duracion)

Loz murciglagos se capowarzn  utilizsmdo el
rrocedimients estindar de redes ds nishla (Gannon
& Zwkes 2007 Las rades se revizarin cada 15
mimitos v los  murcislagos  2e retivavan
inmediztamente de la red La especie focal sera
restrinzida en uma bolsz de tela por no mas de 10
mirnitos adicionales para poder procezar & todos log
individuos captarados. Todos liberados brevemants
tornando en coanto el esmes del animal.

15. &i los animales no son sacrificados, indigque =
destimo.

Loz rurcialagos seran liberados nuevamente en el

puntas de caphwa 1z mizrma nochs en gue fostan

capmrados.

19, ALTERNATIVA AL US0 DE ANIMALES
VIVOS
La ley federal requiere gque el investizador principal
COMEIDERE  ALTERNATIVAE A LOS
TROCEDIMIENTOES QUE PUEDAIN CAUSAFR
MAS QUE DOLOF. MOMENT ANEOQ O LEVE O
AMGUSTIA A LOS ANIMALES cubiertos por la
Lev da Bianestar Animal v la Politica del Sarvicio
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de Szlud Publica. Para azegurer el cumplimiento de
estas nomuas, la ACUC requisre la siguisme
informacion pars todos los protocolos com uso de
animales tipo D o E.

Las redes de niebla zon al método ma: eficaz para
caphurar ¥ manipular mmurcielazos el campo
(Gannon v Sykes 2007 Hemos: considerado
enfoques alternative: para obtemer AD de
animales caphoades (como lz recelsccion de
hizsopos bocales (zaliva) como sltermativa 3 las
biapsizs de membrana de ala o colz). Sin embargo,
Dermadus rofundus 85 un animal vigoroso Con
poderoszs mandibulas v dentician

20. Se& reguiere una narracion escrita de los
resultados de sus esfuerzos de buzqueda en lo que
reapecta sl estudio. Puede encontrar aclaraciones
adicionale: sobre lo gue califica comao
informacion valida para una bosgueda de
alternativas cusndo no e ufiliza ons baze de
datoz em 1la Polifica 12 del TUSDA,
bt aphiz nsda. zovacpelicypalicyl 2

Utilizamos 1ma bizgueda en Web of Science el 20
de mayva de 2022 para buscar articulos de los Gltimos
10 zfios con palabras clave como "murcielazos
neoiropicalas”, "muestra  genatica”, “muesteo
genetico no  inwvasivo", “recolsccion fecal de
marcielage™, “red de mniebla™. Muestro  estudio
recolactaremos  una  mmeswa  orofarnngss  de
mamiferos para el uso de mamiferos salvajes en la
imvestizacion"” de la Sociedad Estadoumidenze de
Mammologia, creemos que nuestros métodos estin
complatarmente de aouerdo con el tratamiento etica
da los murcielzgos.

21. CUALTFICACTONES DEL PERSONAL
Perzonal involucrado activamente con Loz
componentes animales del provecto ¥
calificacion {como minimo, debe inchair
investigador principal, tecnicos de investizacion,
TA, esindiantes de porgrado, etc.)

Componen Calificaciones’
te de Formacion/AAT
Individu provecto AS
al Certificacion
Jozge Supervizar Capacitacion
Arrntjos el proyacta: | TACTIC
analisiz de completads en

lzboratario 1558

Fodrizo Supervizar Capacitacion

Cizneros PIOVECHD; TACTC
Obsarvara v | completada
asiztira em
2l campo.

“ictor Tecnicode | Capacitacion

Fomero proveCtos; IACTIC

Obzervara v | complstada

asiztira en

al campio.
Gabriela | Alumna: Czpacitacion de
Parra Toma, TACTIC en

ransparte v | progreso: se

anzliziz de complstara antes

muestras. dal inicio del
wrabajo de campo
{fnales de azosio}

22, Que el personal imvolocrade con el provecto
hava aszistide a loz seminario: zobre uszo de
animales presentade: por el Comite Institncional
de Cuidade v Uso de Animales:

S5i_XNo_ .

En caxo afirmative, fecha
Waits complets su capacitacion en T en 1008 v
tzmbién 2o dezsmpatio cormo miembro del cormite
da ACTIC en el pazadao.

CARANTIA DEL INVESTIGADOR
FRINCIFAL

La informacion contenids en aeste formulario
rroporciona uma descripcidn preciza del protocolo
da cuidado vuso de animales gue 3e sagnira. Acepto
curpplir con Las regulacionss subemarsentales v las
politicaz de la universidad con respecto al uso de
animales.

Segun lo exigen las reglamentaciones federales,
lag acividades descriras RO duplicar
IMRScesarigmenes experiMenens anterioras.

Firma del Investigador Principal Fodrizo
Cizsneros Fhly

Co-investipador
Elzo. Mastozoologo Victor Fomero

Tutar
Jorge Armijos Phd

Alumno
WZ. Gabriela Parra

Eeferenciaz
Grannon, WL v Sikez, B3 2007. Direcirices de la Sociedad

Estadomidense de hamiferos Silvesires an 1a
Investizacion. Fevizta de mamalogia 88{3):500—
B823

Mavarro, DI 1. DEWil=zon (mil novecientos ochents v dos).

La Sociadad Americana de MMamalosia, 184,
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Anexo 4. Certificado de traduccién del Abstract.

54

WISDOM

English Center

CERTIFICADO DE TRADUCCION

Loja 24 de agosto de 2023
Lic.

Mancy Correa Martinez.
CC.EE. Idioma Inglés.

CERTIFICA:

Haber traducido del Idioma Espafiol al Idioma Inglés, el TRABAJO DE TITULACION
“DETECCION DE VIRUS RESPIRATORIOS DE LA FAMILIA CORONAVIRIDAE
EN LOS QUIROPTEROS URBANOS DE LAS PROVINCIAS DE LOJA Y ZAMORA

CHINCHIPE” elaborado por la Dra, Gabriela Steffania Parra Rivadeneira, portadora
de la cédula de identidad No. 1150122680

La técnica de traduccion utilizada fue; Traduccidon Literal.

Lo certifico.

Atentamente @
i , 2 ;-‘
| T dnspom

Lic. Hﬂ'ﬁ'ﬁnrmﬂﬁez

C.l. 1101706602

Wisdom English Center
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