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Resumen

Los Flavivirus son virus de ARN transmitidos por mosquitos, causantes de
enfermedades como la Fiebre Amarilla, Dengue y Zika. Esta investigacion fue
realizada en la provincia del Guayas, Ecuador; se centrd en identificar la presencia
de Flavivirus en muestras de tejido hepatico de murciélagos y roedores
sinantropicos, asi también la identificacion de las especies que actian como
reservorios del virus. La metodologia incluy6 un disefio descriptivo y cuantitativo
utilizando la técnica RT-PCR anidada con iniciadores y sondas especificas de la
region NS5 del virus que amplifica un fragmento de 143 pares de bases (pb). Se
realizo la extraccion de ARN de un total de 150 muestras, de los cuales 128 eran
murciélagos y 22 roedores. Los resultados indicaron que 15 muestras (10% de la
poblacion total) resultaron positivas, las cuales correspondientes a murciélagos
capturados en Guayaquil y Manglar churute. La prevalencia de Flavivirus en
murciélagos fue del 11,7%, siendo los 15 casos positivos de la especie Molossus
molossus. El porcentaje de positivos encontrados confirman que los murciélagos
podrian desempefiar un papel significativo como reservorios de estos virus en la
region, mientras que los roedores parecen no estar involucrados en su transmision

ya que no se encontraron casos positivos.

Palabras claves: Flavivirus, reservorio, murciélagos, roedores sinantrépicos,

transmision zoonotica, RT-PCR anidada.
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Abstract

Flaviviruses are RNA viruses transmitted by mosquitoes, responsible for
diseases such as Yellow Fever, Dengue, and Zika. This research was conducted in
the province of Guayas, Ecuador, and focused on identifying the presence of
Flaviviruses in liver tissue samples from synanthropic bats and rodents, as well as
identifying the species that act as virus reservoirs. The methodology included a
descriptive and quantitative design using nested RT-PCR techniques with specific
primers and probes targeting the NS5 region of the virus, amplifying a 143 base pair
(bp) fragment. RNA extraction was performed on a total of 150 samples, of which 128
were from bats and 22 from rodents. Results indicated that 15 samples (10% of the
total population) tested positive, all corresponding to bats captured in Guayaquil and
Manglar Churute. The prevalence of Flaviviruses in bats was 11.7%, with all 15
positive cases identified in the species Molossus molossus. The percentage of positive
cases confirms that bats may play a significant role as reservoirs of these viruses in
the region, while rodents appear uninvolved in their transmission as no positive cases

were found.

Keywords: Flavivirus, reservoir, bats, synanthropic rodents, zoonotic

transmission, nested RT-PCR
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Introduccién

La informacion actual sobre la circulacion de los Flavivirus en murciélagos y
roedores y su potencial para actuar como reservorios en el Ecuador es limitada. Las
enfermedades causadas por estos virus representan una preocupacion mundial, ya
que los flavivirus estan implicados en brotes epidémicos y tienen la capacidad de

adaptarse a nuevos hospedadores incluidos los humanos.

La familia Flaviviridae comprende aproximadamente 60 especies de virus
diferentes, y se encuentra conformada por varios géneros, de los cuales, 53
especies corresponden al género Flavivirus, entre ellos, los de mayor importancia en
la salud publica son los virus dengue (DENV), encefalitis de San Luis (SLEV), fiebre
amarilla (YFV), Nilo Occidental (WNV) y Zika (ZIKV). (Cardozo et al., 2021). Los
Flavivirus se dividen en dos grupos: los transmitidos por mosquitos y los
transmitidos por garrapatas. Aquellos que no tienen un vector conocido se pueden
dividir en dos categorias: los que estan asociados con murciélagos y los que estan

relacionados con roedores. (Argaez-Sierra et al., 2024).

Wang et al. (2024) menciona que los murciélagos y roedores desempefian un
papel relevante como reservorios virales por sus caracteristicas inmunoldgicas y la
interaccion con humanos, destaca la diversidad y el intercambio genético viral en
estos animales facilita la adaptacién a nuevos hospedadores incluyendo los

humanos, lo que podria contribuir a la aparicion de enfermedades zoonoticas.

Los murciélagos, forman parte del orden Chiroptera, son mamiferos

voladores y sociables. A nivel mundial, hay mas de 1400 especies (Federici et al.,
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2022), de los cuales siete de estas especies son especialmente adaptables a los
ambientes urbanos: Desmodus rotundus, Anoura peruana, Sturnira bidens, S.
erythromos, S. oporaphilum, Tadarida brasiliensis y Myotis oxyotus (Tirira & Burneo,
2012). Viven en éareas influenciadas por los humanos y suelen encontrar una gran
variedad de habitats, tales como fisuras en las casas, tineles, alcantarillas, grietas
en suelos o rocas, y cualquier refugio oscuro y protegido de las inclemencias del
clima (Meierhofer et al., 2024); estos sitios facilitan la proliferacién de enfermedades
debido a sus condiciones de temperatura y humedad, convirtiendo a los murciélagos
en reservorios de microorganismos como virus, bacterias, protozoos y hongos, lo

gue puede provocar enfermedades en otras especies.

Segun Machain-Williams et al. (2013) el papel de los murciélagos en la
transmision y ecologia del dengue, virus del Nilo occidental y encefalitis de san luis
no se entiende completamente, sin embargo, otros estudios han demostrado que
algunas especies de murciélagos pueden infectarse con estos virus y actuar como
reservorios; asi como lo describe Epstein et al. (2010) en un estudio realizado en
Bangladesh en el cual se descubri6 un nuevo flavivirus GBV-D en murciélagos

frugivoros.

McFarlane et al. (2012) menciona que los roedores son reservorios naturales
de enfermedades infecciosas. Participan en el ciclo infeccioso de numerosas
enfermedades zoondticas de importancia a nivel mundial y nacional, ya sea como
reservorios, hospederos intermediarios u hospederos de los ectoparasitos vectores
gue transmiten a los agentes etiologicos (Torres-Castro., 2017). En estudios

recientes como el de Sanchez-Soto et al. (2024), se identifico la presencia de
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patdgenos en roedores como Rattus rattus y Mus musculus recolectados en areas
rurales, que resultaron positivos para varios virus, entre ellos el dengue (DENV2,
DENV4), el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV, el virus de la fiebre amarilla

(YFV) y el virus del Nilo Occidental (WNV).

La PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) es un método ampliamente
utilizado para la deteccion e identificacion de genomas de microorganismos, siendo
especialmente efectiva para detectar flavivirus, lo que ha llevado a su aplicacion en
numerosos laboratorios. Estos virus poseen un genoma de ARN monocatenario de
sentido positivo, que varia entre 9,2 y 11 kbp, y codifica tres proteinas estructurales
(C, prM y E) junto con siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5). (Daidoji et al., 2021). La proteina mas grande y conservada
entre las proteinas de flavivirus transmitidos por vectores es la proteina NS5

(Blahove & Carter, 2021).

En un estudio realizado por He et al. (2021), se analizaron secuencias virales
en muestras de tejido hepatico de roedores y murciélagos, se identificaron
secuencias de flavivirus y por primera vez se reporto la deteccidén de secuencias

asociadas con el virus Zika en roedores.

En base a la problemética de los flavivirus y su posible interaccién con los
roedores y murciélagos, este estudio se propone investigar la circulacion de
Flavivirus en muestras de estos animales recolectados en diferentes areas de la
provincia del Guayas, Ecuador. A través de la deteccion molecular se busca

determinar el papel de estos mamiferos como posibles reservorios potenciales,
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contribuyendo al entendimiento de la ecologia de estos virus en la regién y su

posible impacto en la salud publica.
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacion
1.1 Planteamiento del problema

Zhao et al. (2021) considera al género de los flavivirus uno de los virus que
han infectado a personas en la mayoria de las regiones del mundo. Existen méas de
40 flavivirus que son patdgenos para los seres humanos y otros vertebrados,
provocando una variedad de enfermedades clinicas que van desde enfermedades

febriles leves hasta encefalitis grave y/o fiebre hemorragica. (Alkan et al., 2015)

Morales (2021), indica que el 50% de los flavivirus son transmitidos por
mosquitos, el 28% por garrapatas y el 22% por artrépodos de vector desconocido o
son transmitidos por roedores o murciélagos. El virus de la fiebre amarilla (YFV), los
serotipos del virus del denguel-4 (DENV-1 a DENV-4), el virus de la encefalitis
japonesa (JEV), el virus del Nilo occidental (WNV) y el virus de la encefalitis
transmitida por las garrapatas (TBEV) son flavivirus relacionados con infecciones
humanas transmitidas por mosquitos y garrapatas causantes de morbilidad y

mortalidad en el mundo. (Carrera &Navarro, 2022)

Un estudio realizado por Torres et al. (2017) en México, Yucatan mostraron
una positividad para flavivirus del 33.3% en roedores del género Rattus rattus, y en
la revision realizada por Kading et al (2016) en la que describe la alta
seroprevalencia de anticuerpos de zika en murciélagos de Uganda, nos muestran un

antecedente del potencial que pueden desarrollar estas especies como posibles

reservorios de estos virus.
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Santos et al. (2023) manifiestan que, a nivel de América Latina, se reportan
millones de casos de dengue cada afo debido a la presencia constante de sus
vectores. De acuerdo con Soni et al. (2023), el virus del zika ha sido especialmente
preocupante debido a su impacto en las mujeres embarazadas, ya que puede
causar microcefalia en los recién nacidos, un defecto congénito severo que se
asocia con una mala formacién del cerebro del feto. En menor medida, se ha
registrado la presencia de fiebre amarilla, aunque es endémica en América del Sury
Africa, sigue siendo una preocupacion significativa para la salud publica global, a
pesar de contar con una vacuna efectiva. (de Oliveira et al.,2020). Por otro lado,
flavivirus menos comunes en América Latina, como la encefalitis japonesa y la fiebre
del Nilo Occidental, han mostrado una menor prevalencia, factores como la
globalizacion y el cambio climético podrian facilitar la introduccion y el

establecimiento de estas infecciones en la region. (World Health Organization, 2023)

En Ecuador, las enfermedades transmitidas por flavivirus han tenido un
impacto considerable en la salud publica. De acuerdo a la Gaceta Epidemiol6gica
(2024), el pais experiment6 un aumento significativo en los casos de dengue, con
27,838 casos reportados en 2023, incrementandose a 44,103 hasta la semana
epidemioldgica de 2024. En cuanto a la fiebre amarilla, se registraron tres casos en
2017 y un caso en 2024, este ultimo en un paciente proveniente de Colombia.
Mientras que el Ultimo caso de Zika en el pais se reporté en 2018, y no se han

registrado nuevos casos desde entonces.

En la provincia del Guayas, el dengue ha sido una de las enfermedades méas

prevalentes y preocupantes. El Ministerio de Salud Publica (2024), en los ultimos
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cinco afios ha registrado un gran nimero de casos: aproximadamente 3,200 en
2019, con un aumento a 4,500 en 2020; en 2021, los casos disminuyeron a 3,800,
pero volvieron a subir a 4,200 en 2022 y a 5,100 en 2023. Hasta junio de 2024, se

han reportado 4,965 casos, lo que indica una alta incidencia en esta provincia.

En este contexto se destaca la necesidad de contar informacion sobre la
circulacion de flavivirus en murciélagos y roedores en Ecuador y de cdmo estos

podrian desempefiar un papel como posible reservorio de estos virus.
1.2 Delimitacion del problema

El estudio se enfoc6 en conocer la circulacion de flavivirus en murciélagos y
roedores sinantrépicos de la provincia del Guayas, tomando en cuenta el impacto
gue pueden tener estas especies como posibles reservorios, y su contribucion en la

propagacion del virus.
1.3 Formulacion del problema

En el contexto de las enfermedades causadas por los Flavivirus y ante la
escasa informacién sobre la circulacion de estos virus en murciélagos y roedores
como posibles reservorios, surge la necesidad de investigar la exposicién de estas
especies a los Flavivirus, ya que su interaccion con los vectores principales podria

facilitar la propagacion viral
1.4 Preguntas de investigacion

¢Con que frecuencia se encuentra Flavivirus en murciélagos y roedores en

zonas urbanas y rurales de la provincia del Guayas?
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¢, Cuadles son las principales especies de murciélagos y roedores que actuan
como posibles reservorios de flavivirus, y como varia la prevalencia de estos virus

entre las diferentes especies?
1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Determinar la presencia de flavivirus en murciélagos y roedores sinantropicos

en la provincia del Guayas.
1.5.2 Objetivos especificos

e Efectuar la identificacion de Flavivirus en murciélagos y roedores mediante la

técnica RT-PCR anidada.
e Establecer la prevalencia de flavivirus en murciélagos y roedores.

e Clasificar las principales especies de murciélagos y roedores que actiian

como posibles reservorios de flavivirus.
1.6 Hipbtesis

Los murciélagos y roedores de la provincia del Guayas actian como posibles

reservorios de flavivirus debido a su diversidad y capacidad para alojar estos virus.
1.7 Justificacion

Los flavivirus comprenden patégenos como el dengue, el zika y la fiebre

amarilla, los cuales son responsables de enfermedades significativas en la region. Al
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entender mejor los reservorios, se pueden desarrollar y aplicar mejores estrategias
para controlar y prevenir brotes, estableciendo sistemas de vigilancia méas robustos
y dirigidos. Esto no solo permite una deteccion temprana de brotes potenciales, sino
gue también facilita una respuesta rapida y efectiva, minimizando el impacto en la
poblacion humana. Los flavivirus tienen a propagarse, emerger y establecerse en
nuevas areas geogréficas y por lo tanto, cualquier zona puede tener el potencial de
surgir inesperadamente, sobre todo si aparecen vectores y huéspedes vertebrados

adecuados (Mackenzie & Williams, 2009)

La diversidad de virus zoondéticos asociados con roedores y murciélagos
resalta la complejidad de las interacciones entre los seres humanos y la vida
silvestre. La presente investigacion permite identificar como posibles reservorios
naturales de flavivirus a los murciélagos y roedores sinantrépicos en la provincia del
Guayas proporcionando una mejor comprension de la dindmica de transmision del

virus en entornos urbanos y periurbanos.

Los roedores, por su abundancia y adaptacion a ambientes periurbanos, se
encuentran frecuentemente en proximidad a las comunidades humanas, lo que
aumenta las oportunidades de transmisioén de enfermedades. Por otro lado, los
murciélagos presentan una distribucién geogréfica extensa y comportamientos
sociales que facilitan la propagacion de virus, convirtiéndolos en actores clave en la
dinamica de las zoonosis. Estos grupos de animales, debido a sus caracteristicas
biologicas y ecologicas, actian como reservorios eficientes de una amplia gama de
patdgenos permitiendo que el virus permanezca en el ecosistema, incluso en

ausencia de brotes en humanos. Esto significa que, aunque no haya casos
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humanos reportados, el virus puede estar presente en la naturaleza, esperando la
oportunidad para volver a infectar a las poblaciones humanas cuando las
condiciones sean favorables. Esta interrelacion entre humanos, roedores y
murciélagos no solo pone de manifiesto la importancia de estudiar estos patdégenos,
sino que también subraya la necesidad de implementar estrategias de vigilancia y el
control de los reservorios para prevenir la reemergencia de brotes de flavivirus

(Gallegos-Lo6pez, 2024)
1.8 Declaracion de las variables

Tabla 1

Variable independiente

Variable Operatividad Medicién Indicador
Base de
Registro taxonémico de
Especies de Identificacion de datos con
especies capturadas
murciélagos las especies namero y tipo
mediante observacion
y roedores capturadas de especies
directa
identificadas
Tabla 2

Variable dependiente

Variable Operatividad Medicién Indicador

Aplicacion de la Deteccion del producto de Porcentaje
Presencia de

técnica de RT-PCR 143pb de laregion NS5 de  de muestras
Flavivirus

anidada flavivirus. positivas
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para
flavivirus
Determinacion de Tasa de
Prevalencia
la proporcion de Calculo del niumero de prevalencia
de Flavivirus
individuos positivos  casos positivos de flavivirus  de flavivirus
en
para flavivirus en para el total de murciélagos en
murciélagos
murciélagos y y roedores murciélagos
y roedores
roedores y roedores
11
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CAPITULO II: Marco Tedrico Referencial
2.1 Antecedentes Referenciales

La transmision por virus ha estado presente a lo largo de la historia humana,
los cuales han sido influenciados por factores demograficos, tecnolégicos y
climaticos. Desde las primeras epidemias en la antigiiedad hasta las pandemias
modernas, el movimiento de personas, animales y bienes ha facilitado la
propagacion de enfermedades infecciosas con consecuencias devastadoras

(Diomedi, 2003).

En tiempos premodernos, acontecimientos como la colonizacion, esclavitud y
las diversas guerras han sido un hito determinate para la diseminacién global de
enfermedades infecciosas como la tuberculosis, la poliomielitis, la viruela y la difteria
las cuales se propagaron ampliamente, causando una morbilidad y mortalidad
significativas antes de la llegada de las vacunas. Las rutas comerciales y los
ejércitos en movimiento también facilitaron la diseminacion de enfermedades
animales, como la peste bovina, que afectaron gravemente al ganado y a las

poblaciones humanas dependientes (Alvarez & Murillo, 2021).

La viruela, provocada por el virus Variola, también tuvo un impacto
significativo, con tasas de mortalidad del 20% al 30%. Fue erradicada en 1980
mediante una campafia de vacunacion global liderada por la OMS (Apaza, 2021). El
sarampion, causado por el Morbillivirus, originado posiblemente de un virus de
ganado, sigue siendo una amenaza a pesar de los esfuerzos de vacunacion,

estableciendo la importancia de las interacciones zoonoticas en la propagacion de
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enfermedades (Luthy & Kantor, 2020). De manera similar, los procesos de
colonizacion en la conquista de América a partir del siglo XV tuvieron un impacto
devastador en las poblaciones indigenas debido a la introduccion de enfermedades
zoonGticas y otras enfermedades infecciosas. Los colonizadores europeos trajeron
consigo patdgenos a los cuales las poblaciones indigenas no tenian inmunidad, lo

gue resulté en epidemias mortales.

Los arbovirus, término que hace referencia a los virus transmitidos por
artropodos, son patdgenos que se propagan mediante vectores y tienen el potencial
de provocar brotes graves, impactando a poblaciones enteras y representando un

peligro considerable para la salud publica a nivel mundial. (Cabezas et al., 2024)

En las dltimas décadas, varias enfermedades transmitidas por vectores han
mostrado un incremento notable, entre ellas el paludismo (malaria), el dengue, la
esquistosomiasis, la tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, la
tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio, la leishmaniasis, la fiebre
amarilla, la encefalitis japonesa, el zika y el chikungunya. Un aspecto comun entre
estas enfermedades es que afectan considerablemente a los paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo, donde sus tasas de morbilidad y
mortalidad son considerablemente mas altas. (Torres-Castro et al., 2020). Un
estudio llevado a cabo por Intriago et al., (2023) revel6 que, de 200 personas
encuestadas, el 24% manifestd haber padecido alguna enfermedad transmitida por
vectores, siendo el dengue el mas prevalente, afectando al 66.66% de ese grupo.

Ademas, entre el 26% de los familiares y conocidos de los encuestados que también
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habian sufrido este tipo de enfermedades, el 77.35% correspondié a casos de

dengue.

Baker et al., (2022) sostiene que existen diversos elementos que han
generado la propagacion de enfermedades zoonoticas. Entre los elementos mas
destacados se tiene al comercio de vida silvestre, el cual ha sido identificado como
una fuente importante de patdégenos zoono6ticos; los viajes en avion, los cuales
facilitan la rapida diseminacion de estos patdégenos a nivel global, permitiendo que
brotes localizados se conviertan en pandemias en cuestion de dias; el calentamiento
global, lo que ha provocado una altercacién en los ecosistemas y los rangos

geograficos de muchas especies.

Sin embargo, una de las principales causas de propagacion se puede
contribuir al crecimiento desmesurado de la poblacion, seguido de una mala
planificacion urbanistica, en donde, no se ha realizado un adecuado control de
fuentes hidricas ni cuidado con la vegetacion. La urbanizacion ha destruido gran
parte del habitat natural de los murciélagos y, en respuesta, muchas especies
utilizan cada vez mas los edificios como refugios (Jackson et al., 2024). Ademas,
factores como la deforestacion y la destruccion de habitats obligan a los animales a
buscar refugio y alimento en areas habitadas por humanos, generado una migracién
de diversas especies a las zonas urbanas, aumentando el contacto entre humanos y
animales. A su vez, la densidad poblacional en las ciudades también facilita la
rapida propagacion de enfermedades, agravando la situacion elevando aun mas el

riesgo de brotes zoondticos (Geronimo & Capani, 2023)
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2.1.1 Virus asociados a Roedores y Murciélagos

La mayoria de los patdgenos virales zoonéticos emergentes y reemergentes
son virus de ARN (Onyuok et al., 2019). Los hantavirus son un grupo de virus ARN
gue se transmiten a los humanos principalmente a través del contacto con
excreciones de roedores infectados, como la orina, las heces y la saliva. Estos virus
pueden causar dos enfermedades graves en humanos: el sindrome pulmonar por

hantavirus y la fiebre hemorragica con sindrome renal. (Hantavirus, 2009).

Los arenavirus son otro grupo de virus ARN que se transmiten a los humanos
a través del contacto con excreciones de roedores infectados. El virus de Lassa es un
arenavirus del Viejo Mundo y es responsable de la fiebre de Lassa que es una
enfermedad hemorragica grave que causa brotes anuales en Africa occidental con
una alta tasa de mortalidad entre los pacientes que presentan sintomas. De manera
similar, el virus Junin perteneciente a los arenavirus del Nuevo Mundo es el causante
de la fiebre hemorragica argentina, una condicion mortal con serias implicaciones
para la salud publica (Saito et al., 2023). Los roedores actian como reservorios
naturales de estos virus, y la transmision a humanos suele ocurrir cuando las
personas entran en contacto con areas contaminadas por excreciones de roedores

(Lujan & Quifiones, 2023).

Los coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y del
sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) son dos virus ARN que han
causado brotes significativos de enfermedades respiratorias graves en humanos. El
SARS-CoV, que emergio en China (Cui, Li, & Shi, 2019) y el MERS-CoV que

aparecio en Arabia Saudita (Zaki et al., 2012), se originaron en murciélagos y se
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transmitieron a humanos a través de hospedadores intermediarios, como las civetas
y los dromedarios, respectivamente. Estos virus causan enfermedades respiratorias
graves con altas tasas de mortalidad y se propagan rapidamente a través del

contacto humano cercano (Ramirez, 2023).

La rabia es una enfermedad viral que afecta el sistema nervioso central de los
mamiferos, incluidos los humanos. El virus se encuentra principalmente en la saliva
y el cerebro de animales infectados, su transmision ocurre en la mayoria de los
casos a través de la saliva de un animal enfermo especialmente de perros (Alfaro-
Mora, 2023). Aunque los perros son los principales responsables de la transmision
de la rabia a humanos, en algunas regiones los murciélagos también son
importantes vectores. Los murciélagos insectivoros y hematéfagos pueden transmitir
el virus de la rabia a través de mordeduras (de Thoisy et al., 2016). La rabia se
puede prevenir mediante la vacunacion postexposicién, pero sigue siendo una

amenaza significativa en muchas partes del mundo (Calderon & Cornejo, 2024).

Los filovirus, como el virus del Ebola y el virus de Marburg, son virus ARN
altamente patogénicos que causan fiebre hemorragica en humanos y otros primates.
Se cree que los murciélagos frugivoros actian como reservorios naturales de estos
virus (Groseth & Hoenen, 2024). Los brotes de Ebola y Marburg han ocurrido
principalmente en Africa subsahariana y se caracterizan por altas tasas de
mortalidad y la capacidad de causar epidemias devastadoras. La transmision a
humanos puede ocurrir a través del contacto con fluidos corporales de animales
infectados o mediante la manipulacion de murciélagos o primates muertos

(Gorgonho, 2024)
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2.2 Marco Conceptual
2.2.1 Reservorio

Un reservorio natural se refiere al hospedador a largo plazo del patégeno de
una enfermedad infecciosa. (LibreTexts, 2024). Es un organismo o entorno en el
gue un patdégeno vive, se multiplica y persiste en el tiempo sin causar enfermedades
significativas en dicho organismo, ademas actian como fuentes persistentes de
infeccion, permitiendo que el virus sobreviva en la naturaleza y sea transmitido a los
vectores, que a su vez lo transmiten a los huéspedes susceptibles (Loaiza, Diaz, &

Solis, 2020)

En relacion con los flavivirus, diversos estudios han sefialado a murciélagos,
roedores y aves como los principales reservorios de estos virus. Estos animales
pueden portar el virus sin mostrar sintomas clinicos, lo que facilita su transmision a
vectores como los mosquitos (Olival et al., 2020). La capacidad de los murciélagos
para movilizarse grandes distancias y su vida social en colonias densas son factores
gue incrementan su importancia como reservorios de virus emergentes. Ademas,
poseen un sistema inmunolégico que les permite albergar virus sin sucumbir a las
enfermedades que causan, lo que los convierte en reservorios eficientes. Ademas,
su comportamiento social, como la formacion de grandes colonias, facilita la
transmision de virus entre individuos y especies (Williams et al., 2021). Por su parte
los roedores debido a su alta tasa reproductiva y proximidad a habitats humanos,

también son importantes reservorios. (Dahmana et al., 2020)

17

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




2.2.2 Vector

Los vectores son organismos vivos, usualmente artrépodos como mosquitos
0 garrapatas, que actian como intermediarios en la transmisién de patdégenos entre
reservorios y huéspedes. El papel del vector es fundamental en la ecologia de los
flavivirus, ya que, sin un vector competente, la transmision del virus entre los
reservorios y los huéspedes no podria ocurrir. Los vectores, como los mosquitos,
tienen una serie de caracteristicas que los hacen altamente eficaces en la

transmision de estos virus (Ministerio de Sanidad, 2021).

En el caso de los flavivirus, los mosquitos, particularmente los del género
Aedes, son los principales vectores responsables de la transmision de virus como el
Dengue y Zika (Loaiza, Diaz, & Solis, 2020). Estos mosquitos se infectan al
alimentarse de un reservorio infectado, y posteriormente transmiten el virus al picar
a un nuevo huésped susceptible. Segun Gubler (2011), el control de los vectores,
como la reduccion de habitats de mosquitos, es clave para prevenir enfermedades
causadas por flavivirus. Estrategias como la reduccion de habitats donde los
mosquitos se reproducen y la introduccién de mosquitos modificados genéticamente
han sido propuestas para controlar la propagacion de virus (Centers for Disease

Control and Prevention, 2024)
2.2.3 Huésped

El huésped es un organismo que puede ser infectado por un patdogeno que
pueden ser tanto animales como humanos; y dependiendo de su respuesta

inmunitaria puede desarrollar la enfermedad. Entre los huéspedes vertebrados, los
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flavivirus pueden infectar una variedad de especies, incluyendo aves y mamiferos.
La capacidad del patégeno para saltar entre diferentes especies depende tanto de
las caracteristicas del virus como de las adaptaciones inmunoldgicas de los

huéspedes.

En los ciclos zoondticos de los flavivirus, los humanos pueden ser tanto
huéspedes como reservorios, especialmente en ciclos de transmisién urbana, donde
el virus se mantiene en la poblacién humana a través de la picadura de mosquitos
infectados (Echazarreta & Couto, 2024), por su parte Gouge et al. (2017) menciona
gue los humanos son infectados a través de la picadura de un mosquito que ha
adquirido el virus de un reservorio infectado; sin embargo aunque los humanos son
a menudo huéspedes incidentales o finales, aunque puedan desarrollar la
enfermedad, no contribuyen a la transmision del virus de vuelta a los vectores. La
infeccion por flavivirus puede variar desde ser asintomética hasta causar
enfermedades graves como fiebre hemorragica, encefalitis y, en algunos casos, la
muerte. La gravedad de la enfermedad depende de varios factores, incluidos la
virulencia del virus, la respuesta inmune del huésped y la presencia de

comorbilidades (Echazarreta & Couto, 2024).
2.2.4 Zoonosis

El término zoonosis proviene del griego "zoo" (animal) y "nosis"
(enfermedad). Segun la OMS (2020), se define como “Una enfermedad o infeccién
que se transmite de forma natural de los animales vertebrados a los humanos”.
Estas enfermedades pueden ser causadas por una variedad de agentes patogenos,

incluidos virus, bacterias, parasitos y hongos. Los virus zoonoticos, en particular,
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han demostrado ser especialmente problematicos debido a su capacidad para
causar brotes masivos y pandemias por lo cual representan un importante desafio
para la salud publica global ya que pueden ser transmitidas entre animales
vertebrados y humanos. La probabilidad de transmision zoondética depende de la
interaccion de diversos factores, como la dinamica de la enfermedad en el
reservorio huésped, la exposicidn al patdégeno y los factores internos en los
humanos que influyen en su vulnerabilidad a las infecciones (Plowright et al., 2017).
Algunas zoonosis como la salmonelosis, el sindrome urémico hemolitico o la
toxoplasmosis pueden ser transmitidas a traves de alimentos o agua contaminada

tal como indican Lampert y Porro (2021).

De esta manera, uno de los elementos clave en la propagacion de los
agentes zoondticos son los virus ARN, un grupo de patégenos que utilizan el &cido
ribonucleico (ARN) como material genético. (Woolhouse & Adair, 2013). Estos virus
son especialmente relevantes en el estudio de las zoonosis debido a sus
caracteristicas Unicas. En particular, los virus ARN presentan una alta tasa de
mutacion, lo que les permite adaptarse rapidamente a nuevos hospedadores y
entornos. Esta capacidad de adaptacion es una de las razones por las que muchos
virus ARN pueden saltar entre especies, convirtiéndolos en agentes ideales para la
transmision zoondtica. Ademas, los virus ARN tienden a tener ciclos de replicacién
mas rapidos que los virus ADN, lo que puede conducir a la rapida propagacion de
infecciones (Domingo, Sheldon, & Perales, 2012). Entre los virus ARN mas
conocidos que han causado zoonosis significativas se encuentran el virus del ébola,

el virus de la gripe, y los flavivirus como el virus del dengue, fiebre amarilla, el virus
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del zika y el virus del nilo occidental. Estos virus han causado brotes y pandemias

gue han tenido un impacto devastador en la salud publica (Antunez M. , 2020)

Por otra parte, autores como Williams, et al (2021), manifiestan que las
enfermedades zoondticas pueden transmitirse de los animales a los humanos a
través de diversas vias ya sea mediante contacto directo con el reservorio, contacto
directo con hospederos intermedios y contacto indirecto con el reservorio tal como

se aprecia en la Figura 2.

Figura 1

Vias de transmision de murciélagos o roedores a humanos
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murciélagos y roedores de Williams, E.P, et al, 2021, (https://www.mdpi.com/1999-

4915/13/8/1509).

En el contacto directo con el reservorio, los humanos pueden adquirir virus al
interactuar directamente con murciélagos o roedores infectados, ya sea por
mordeduras, manipulacion directa o inhalacion de excrementos secos que contienen
el virus (de Thoisy et al., 2016). Ejemplos de virus que se transmiten de esta manera
incluyen el virus de la rabia, el Hendra henipavirus, el Nipah henipavirus, el Marburg
marburgvirus y el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (Ministerio de

Sanidad, 2021)

La segunda ruta es a través de contacto directo con hospederos intermedios.
En esta ruta, los virus se transmiten primero a animales intermediarios, como
caballos, cerdos o primates no humanos, antes de infectar a los humanos. Los
humanos pueden contraer la enfermedad al tener contacto directo con estos
animales intermediarios infectados (Chua, 2003). Virus como el Hendra henipavirus,
el Nipah henipavirus, el Marburg marburgvirus y el coronavirus del sindrome

respiratorio agudo severo pueden seguir esta via de transmision.

La tercera ruta es el contacto indirecto con el reservorio, que incluye la
inhalacién de particulas virales en el aire o el contacto con superficies contaminadas
por excreciones de murciélagos o roedores. (Jackson et al., 2024). Los virus como
el ebolavirus, los hantavirus y los arenavirus pueden transmitirse de esta manera,
contaminando alimentos, agua u objetos en el entorno humano, facilitando la
transmision del virus sin necesidad de un contacto directo con el animal infectado.

Esta diversidad de rutas de transmision resalta la complejidad y el desafio que
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representa controlar y prevenir las enfermedades zoondticas en la poblaciéon

humana (Antunez, 2020).

2.2.4.1 Riqueza viral zoondtica en murciélagos y roedores

En un estudio realizado por Luis, et al (2015), enfocado en la distribucion

mundial de la riqueza viral zoondtica y la diversidad de especies en murciélagos y

roedores, se observd una alta concentracion de virus zoonéticos en los murciélagos

en varias regiones del mundo. A nivel internacional, las areas con mayor incidencia

de virus zoonoéticos asociados a murciélagos incluyen Africa, América del Sur, el

sudeste asiatico y Europa.

Figura 2

Distribucién de la riqueza viral zoonética en murciélagos y roedores
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Como podemos apreciar en la Figura 1, estos virus son diversos y numerosos
debido a la alta diversidad de especies de murciélagos en estas regiones. Los
murciélagos en América Central y del Sur, el sudeste asiatico y algunas partes de
Africa muestran una notable diversidad de especies, lo que contribuye a la alta
riqueza viral. Esta diversidad y la capacidad de los murciélagos para desplazarse y

migrar facilitan la transmisién de virus entre especies y potencialmente a humanos.

En el caso de los roedores, también se evidencia una alta concentracion de
virus zoonaticos en diversas partes del mundo. Las regiones con mayor incidencia
incluyen Africa, América del Norte, América del Sur, el sudeste asiatico y Europa. La
alta diversidad de especies de roedores en estos paises incrementa la probabilidad
de transmision de virus zoondéticos. Esta diversidad es particularmente prominente
en América del Norte, América del Sur, Africa y el sudeste asiatico, contribuyendo a

la riqueza viral en estas areas.
2.2.5 Generalidades de los Flavivirus

Los Flavivirus son un género de virus pertenecientes a la familia Flaviviridae
gue engloban 4 géneros y 89 especies y la mayoria de ellos son transmitidos a los
humanos a través de artrépodos (Postler, et al., 2023). La mayoria de los flavivirus
son virus zoono6ticos, se mantienen en ciclos de transmision enzootica que
involucran aves, roedores o primates no humanos como reservorios (Ver tabla 2),

siendo generalmente los seres humanos los hospedadores finales.
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Tabla 3

Virus que pertenecen a la Familia Flaviviridae

Reservorio de

Virus Vector primario

vertebrados
Dengue 1,2,3,4 Mosquito Aedes aegypti  humanos, monos
Encefalitis japonesa Mosquito culex aves
Encefalitis de San Luis Mosquito culex aves, cerdos
Virus del Nilo Occidental Mosquito culex aves
Fiebre amarilla Mosquito Aedes aegypti  humanos, monos
Fiebre hemorragica de Omsk Garrapata dermacentor roedores

roedores, aves,
Encefalitis transmitida por

Garrapata Ixodes animales
garrapatas
domeésticos
Enfermo de lupa Garrapata Ixodes ovejas, aves
pequefios
Powassan Garrapata Ixodes
mamiferos

Enfermedad del bosque de
Garrapata Haemaphysalis roedores
Kyansanur

Encefalitis del valle de Murray/
Mosquito culex aves
Kunjin Rocio

Adaptado de Stanford University. Flavivirus. https://virus.stanford.edu/flavi/table.html

A nivel molecular, el género Flavivirus es un grupo monofilético que esta

dividido en tres clados: transmitidos por garrapatas, transmitidos por mosquitos y de
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https://virus.stanford.edu/flavi/table.html

vector desconocido (Dutta & Langenburg, 2023). Razoén por lo cual, los flavivirus
representan un grupo significativo de patdégenos que tienen un impacto considerable
en la salud publica global y son responsables de diversas enfermedades en
humanos, muchas de las cuales tienen una alta morbilidad y mortalidad. La
epidemiologia de los flavivirus muestra una distribucion geogréfica amplia,
afectando tanto a regiones tropicales como subtropicales. En América Latina,
enfermedades como el Dengue, el Zika y la Fiebre Amarilla han sido particularmente
prevalentes, sobre todo en zonas de escaza pobreza, en donde existe presencia de
depodsitos de agua causando importantes brotes y afectando la vida de millones de

personas (Oyarce & Nina, 2023).

A nivel global, los flavivirus tienen una distribucion que abarca varios
continentes, con una mayor incidencia en areas donde las condiciones climaticas
favorecen la presencia de vectores como los mosquitos. El Dengue es uno de los
flavivirus méas extendidos, reportado en 129 paises y con mas de 5 millones de
casos Yy estimaciones de 5000 muertes. A nivel de América Latina, tiene una
prevalencia de 4.1 millones lo que representa el 80% de casos a nivel mundial.
Entre los paises con mayor afectacion se tiene Brasil, Ecuador, Pert, Colombia y
México, y ha habido un incremento significativo en la incidencia de casos en las
Ultimas décadas Esto se debe principalmente a factores como el cambio climatico o

el fenébmeno del nifio (OMS, 2023).

El virus Zika, otro flavivirus de gran relevancia, se dio a conocer globalmente
durante el brote de 2015-2016 que afecto principalmente a Brasil (Sharma et al.,

2020). La OMS (2022) destaca que a pesar que los casos de Zika, disminuyeron
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desde el 2017, se estima existen nuevos brotes a nivel mundial, con un reporte de
89 paises en donde se ha desarrollado esta enfermedad La Fiebre Amarilla, aunque
controlada en muchas areas gracias a la vacunacion, todavia representa una
amenaza en regiones donde la cobertura vacunal es insuficiente y donde los

vectores estan presentes.

Autores como Gopar, et al (2018), manifiestan que los efectos de las
infecciones por flavivirus en la salud humana son diversos y pueden variar desde
enfermedades leves hasta condiciones severas que pueden ser fatales. Algunas de
estas enfermedades pueden evolucionar en virtud de la condicion de portador como
es el caso del virus Zika en mujeres embarazadas provocando microcefalia en
recién nacidos, asi como otras anomalias neuroldgicas. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (2022) la Fiebre Amarilla una enfermedad de alto impacto y alta
amenaza, con riesgo de propagacion internacional, que representa una amenaza

potencial para la seguridad sanitaria mundial.

2.25.1 Estructura de los Flavivirus

Son virus envueltos con genoma ARN. En la Figura 3 se observa que la
envoltura esta compuesta por una bicapa lipidica con dos tipos de proteinas virales,
la proteina de envoltura, en forma de dimeros, y la proteina de membrana. La
glicoproteina E es el principal determinante antigénico, media la union y fusién del
virus a la célula hospedadora. La proteina M se produce durante la maduracién de
las particulas virales en la via secretoria de la célula hospedadora. Debajo de la
envoltura esta la capside, constituida por la proteina de capside y una Unica

molécula de ARN gendmico (Figueroa, 2023)
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Figura 3

Estructura de los Flavivirus

Flavivirus Estructura

T Proteina de Envoltura

“¥ Proteina de Membrana

f»)/ ARN Viral

@ cCapside

Reimpreso de Vias intracelulares de difusion de la proteina de capside del virus del
Dengue visualizadas por espectroscopias de correlacion, por A. Luszczak, 2021, p.
7. Tesis de licenciatura, Universidad de Buenos Aires.(

https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar/)

El ARN gendmico infeccioso es de cadena simple y polaridad positiva, con
una longitud aproximada de 10,8 kb y un casquete tipo | (m7GpppAmpN2) en su
extremo 5'. Este ARN codifica un Unico marco de lectura abierto (ORF), el cual esta
flanqueado por regiones no codificantes en sus extremos 3'y 5'. El ORF codifica
una poliproteina que, a través del procesamiento proteolitico, se divide en proteinas

estructurales y no estructurales.

La Figura 4 muestra como las proteinas estructurales (C-prM-E) se
encuentran en el extremo N-terminal de la poliproteina, seguidas de las proteinas no

estructurales (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K-NS4B-NS5).
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Figura 4

Genoma del Flavivirus

CAPLLL 1 | | [ [ | [ |
cCPM E NS-1 NS2a| NS3 NS45 NS4y NS5
NS2p
o]
PrM
Genes Genes de proteinas no estructurales
de proteinas

estructurales

Nota: Virus de Fiebre Amarilla. Reimpreso de Flavivirus y Alfavirus. Hantavirus. de

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Medicina., 2023, p.04.

El procesamiento proteolitico de las regiones C/prM, prM/E, E/NS1y
2K/NS4B es realizado por proteasas del hospedador, mientras que una
serinproteasa viral se encarga del procesamiento de las proteinas NS2A/NS2B,
NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K y NS4B/NS5. Sin embargo, la enzima que escinde

la regién NS1-2A adn no se ha identificado (Martinez & Urcuqui, 2017)

Las proteinas no estructurales tienen varias funciones importantes: NS1 esté
involucrada en la replicacion del ARN, aungque su mecanismo exacto no esta
completamente claro. Esta proteina se encuentra en los sitios de replicacion del
ARN, y las mutaciones en los sitios de glicosilacion del extremo N-terminal de NS1
causan defectos tanto en la replicacion del ARN como en la produccion de nuevas
particulas virales. NS2A también se localiza en los sitios de replicacion del ARN e
interactda con los componentes de la replicasa (NS3 y NS5), probablemente

coordinando la transicion entre el empaquetamiento y la replicacion del ARN. Por su
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parte, NS2B esta asociada a la membrana y forma complejos con NS3, actuando

como cofactor para la serinproteasa NS2B-NS3 (Shiryaev, et al., 2023)

El NS3 es una gran proteina multifuncional, contiene varias actividades
necesarias para el procesamiento de la poliproteina y para la replicacion del ARN.
Su extremo N-terminal es el dominio catalitico de la serinproteasa NS2B-NS3,
procesando las uniones entre las proteinas NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y
NS4B/NS5 y generando el extremo C- terminal de la proteina C madura y NS4A.
Ademas, es responsable del procesamiento de sitios internos en NS2A y NS3.
NS4A interactia con NS1 formando complejos de replicaciéon, mientras que NS4B
co-localiza con NS3 y el ARN intermediario de doble hebra en los complejos de
replicacion. Finalmente, NS5 es la proteina de mayor tamafio del virus, esta
altamente conservada y tiene funcién metiltransferasa y ARN polimerasa ARN

dependiente (Starvaggi & S, 2024)

La replicacion viral segun Parada (2020), comienza con la union de la
particula viral a la célula a través de la proteina E. La entrada a la célula
hospedadora es por endocitosis mediada por receptor. El bajo pH endosomal induce
la fusion de la envoltura viral con las membranas de la vacuola endocitica. A
continuacion, se produce el desnudamiento de la nucleocépside y el ARN genémico
es liberado al citoplasma. EI ARN gendmico cumple tres funciones en el ciclo viral:
como ARN mensajero para la traduccion de proteinas virales, como molde durante
la replicacion y como material genético a ser empaquetado en las nuevas particulas

virales.
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La traduccion del ARN lleva a la sintesis de una Unica poliproteina de mas de
3000 aminoacidos, la cual sera procesada por proteasas virales y celulares. La
replicacion del genoma ocurre en complejos replicativos citoplasmaticos, asociados
a membranas peri- nucleares y es a través de la sintesis de un ARN intermediario
de polaridad negativa. La progenie de viriones se produce por brotamiento al
reticulo endoplasmico, alli contintan transitando por la via secretoria de la célula

hasta su liberacion en la superficie celular (Arca, 2022)

2.2.5.2 Ciclo de transmisiéon de los Flavivirus

El ciclo de transmision de los flavivirus es un proceso complejo que involucra
la interaccion entre multiples factores, entre los cuales destacan los reservorios,
vectores y huéspedes. Cada uno de estos elementos desempefia un papel
importante en la persistencia y propagacion de los flavivirus, que son un grupo de
virus ARN transmitidos principalmente por vectores como mosquitos y garrapatas
(Cardozo., el al 2021). El virus se replica en el cuerpo humano y puede ser
transmitido a otros mosquitos si pican a la persona infectada, perpetuando asi el

ciclo de transmision (Maringer, 2024)

Ademas, Cardozo et al (2021) destaca que, la transmision vectorial se realiza
a partir de animales a humanos, como es el caso de la Fiebre Amarilla, la cual
puede tener un ciclo de transmision selvatico, donde el virus circula entre primates
no humanos y mosquitos en las selvas. Los humanos pueden ser infectados cuando
ingresan a estas areas y son picados por mosquitos infectados. A su vez, el virus

Zika posee modos de transmision no vectoriales, incluyendo la transmision sexual y

31

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



de madre a hijo durante el embarazo, lo que afiade otra capa de complejidad a su

control y prevencion.

El ciclo de transmision de los flavivirus incluye tanto un ciclo selvatico como
un ciclo urbano, donde los mosquitos actian como vectores en ambos casos. En el
ciclo selvético, los primates no humanos son los principales huéspedes, mientras
gue, en el ciclo urbano, los humanos ocupan este papel. Durante la temporada
seca, el virus se mantiene en la naturaleza mediante diversos mecanismos, como la
transmision vertical, la resistencia de los vectores y la viremia prolongada en
roedores (ver Figura 5). Otros mecanismos incluyen la viremia prolongada o
recrudescente en ciertos animales, como los roedores o murciélagos, que pueden
actuar como reservorios del virus, manteniéndolo activo durante largos periodos

(Sanjuan, 2020).
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Figura 5

Ciclo de transmision de los Flavivirus
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Nota: Representacion del ciclo de transmision tanto urbano como selvatico.
Reimpreso de
Brooks(https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?legacysectionid=Brook

$26_c38_tbl001)

La interaccidn entre reservorios, vectores y huéspedes en el ciclo de
transmision de los flavivirus crea un sistema altamente eficiente para la propagacion
del virus. Este ciclo puede ser dificil de interrumpir, especialmente en areas donde
las condiciones ecolégicas y sociales favorecen la supervivencia y reproduccién de
los vectores, asi como el contacto cercano entre humanos y reservorios animales.

Por ejemplo, en muchas partes de América Latina y Africa, la urbanizacién no
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planificada, la falta de acceso a agua potable y saneamiento adecuado, y las
condiciones de pobreza extrema crean un ambiente ideal para la proliferacion de

mosquitos Aedes y la transmision de flavivirus (Luis et al, 2015).

Interrumpir este ciclo requiere un enfoque integral que aborde cada
componente del ciclo de transmision. Esto incluye la vigilancia activa de los
reservorios para detectar la presencia del virus en la naturaleza, el control de las
poblaciones de vectores para reducir la transmision, y la proteccion de los
huéspedes a través de la vacunacién y otras medidas preventivas. Ademas, es
fundamental la educacién comunitaria para aumentar la conciencia sobre los riesgos
de los flavivirus y las medidas que se pueden tomar para reducir la exposicion a los

mosquitos (Gopar et al, 2018).

Del mismo modo, destaca Fila et al., (2021) que la vigilancia y control de los
reservorios es esencial para prevenir la reemergencia de brotes de flavivirus. Esto
puede incluir la vigilancia de las poblaciones de primates en areas selvaticas para
detectar la circulacion del virus y la implementacion de medidas para reducir el
contacto entre humanos y estos animales. En algunos casos, esto puede implicar la
proteccién de los habitats naturales de los animales para evitar que los humanos se

acerquen a zonas donde los flavivirus son endémicos.

El control de los vectores también es una prioridad en la lucha contra los
flavivirus. Esto incluye no solo la eliminacion de criaderos de mosquitos y el uso de
insecticidas, sino también la investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias para el
control de vectores, como los mosquitos genéticamente modificados que son

incapaces de transmitir el virus. Ademas, la promocion del uso de mosquiteros,
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repelentes de insectos y ropa protectora puede ayudar a reducir el riesgo de

exposicion a las picaduras de mosquitos infectados (Dutta & Langenburg, 2023).

2.2.5.3 Deteccion de Flavivirus por Técnicas Moleculares

Una de los principales beneficios de las técnicas moleculares es su elevada
sensibilidad y precision, lo que disminuye la probabilidad de reacciones cruzadas y
facilita la deteccion temprana de patdgenos virales. Ademas, estos métodos son muy
flexibles, ya que pueden aplicarse a diferentes tipos de muestras biologicas. (Dias et

al., 2023)

La PCR, desarrollada por Kary Mullis en 1983, es una técnica de biologia
molecular que permite amplificar secuencias especificas de ADN. Esta técnica es
esencialmente un proceso de copia controlada del ADN, que, a través de ciclos
repetidos de calentamiento y enfriamiento, permite la replicacion exponencial de un
fragmento especifico del material genético. La PCR se basa en la accion de una
enzima llamada ADN polimerasa, que sintetiza nuevas hebras de ADN a partir de un
molde de ADN existente. Este proceso se realiza en presencia de pequefios
fragmentos de ADN denominados cebadores o primers, que se unen a las secuencias

diana y guian la sintesis de las nuevas hebras (Feijéo & Tacuri, 2021).

La RT-PCR permite la amplificacion de ARN viral mediante la conversion de
este en ADN complementario (ADNCc) utilizando la enzima transcriptasa inversa (RT).
Luego, el ADNc es amplificado por PCR convencional. Esta técnica se ha empleado
para diagnosticar infecciones humanas por virus de ARN, mostrando una sensibilidad

gue varia entre el 73% y el 100%, y una especificidad entre el 99% y el 100%, lo que
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la convierte en una herramienta altamente confiable en la deteccion de infecciones

virales. (Blahove & Carter, 2021).

El principio clave de la PCR anidada es el uso de dos pares de cebadores
gue se dirigen a una sola regién. El primer par amplifica la secuencia objetivo junto
con una porcion adicional, y el segundo par se une a sitios dentro de ese producto
para amplificar una secuencia interna mas corta. Después de la primera PCR, se
realiza una segunda amplificacion en los productos obtenidos, lo que mejora la
especificidad. Los amplicones se detectan de manera similar a la PCR
convencional, y solo los productos correctos permiten la amplificacion en la segunda

reaccion. (AAT Bioquest, 2024)

En la década de 1990, se empezaron a desarrollar en la literatura cientifica
varios ensayos de flavivirus basados en la técnica de RT-PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa). Estos ensayos mostraron una
sensibilidad comparable al método de aislamiento viral en cultivos celulares, pero

con tiempos de respuesta significativamente mas rapidos. (Lanciotti, 2003).

En este contexto, Antlinez (2023) destaca la importancia de la RT-PCR
anidada para detectar flavivirus, combinando la utilizacion de oligonucleétidos
especificos dirigidos al gen NS5 de 1385 pb. El producto inicial de esta reaccién es
luego usado en una segunda PCR (anidada), que amplifica un fragmento mas corto
de 143 pb del mismo gen. Este protocolo, descrito por SAnchez-Seco, asegura una
mayor sensibilidad y precision en la deteccion de los flavivirus. Segun Sanchez-
Seco et al. (2005) el objetivo de su estudio fue desarrollar una RT-PCR anidada que

permitiera detectar a todos los miembros del género de los flavivirus, y que esta
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técnica sensible y confiable pueda usarse como una herramienta adecuada de

diagndstico y vigilancia epidemiolégica.
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CAPITULO III: Disefio Metodologico
3.1 Tipoy disefio de investigacién

La investigacion se enmarca en un enfoque cuantitativo con un disefio
descriptivo-exploratorio y utiliza un disefio de cohorte transversal. Este enfoque es el
mas adecuado para abordar la problematica relacionada con la circulacién de
Flavivirus en murciélagos y roedores, ya que permite analizar la frecuencia y

prevalencia del virus en estos reservorios.

El caracter descriptivo de la investigacion permite detallar las caracteristicas y
condiciones de los murciélagos y roedores estudiados, asi como documentar la
presencia de Flavivirus en estas especies. Por otro lado, el componente exploratorio
es necesario debido a la limitada informacion en la region que aborden

especificamente la identificacion de Flavivirus en estas especies.

El disefio de cohorte transversal se justifica debido a que permite identificar la

presencia del virus en un tiempo determinado.
3.2 Lapoblaciony la muestra

La poblacién objeto de esta investigacién corresponde a murciélagos y
roedores provenientes del estudio realizado en el proyecto “Presencia del SARS-
Cov-2 en animales de compafiia de la ciudad de Guayaquil y circulacion de
coronavirus en roedores sinantrépicos y murciélagos en la provincia del Guayas
durante el 2020-2021.”, del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica “Dr.

Leopoldo Izquieta Pérez” INSPI- LIP
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3.2.1 Caracteristica de la poblacion

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas ecoldgicas y bioldgicas de las

familias de murciélagos y roedores incluidas en el estudio.

Tabla 4

Caracteristicas ecolégicas y biolégicas

. 2 Tamafo .
Familia Dlstrlb'u.uon Habitat de las Adaptgcmnes
geografica : especiales
colonias
Murciélagos
Areas Colonias
Global ) grandes  Resistencia a
. . abiertas,
Molossidae (tropicales y cuevas (hasta altas
subtropicales) e miles o temperaturas
edificaciones .
millones)
Selvas, Colonias Qran .
. ~ diversidad de
Principalmente cuevas, pequefias :
L adaptaciones,
: América bosques, a
Phyllostomidae : 9 : como la
(regiones también medianas, _,. -
: . alimentacion
tropicales) areas algunas
o de sangre en
urbanas solitarias .
vampiros
Gran
Global Bosques, . diversidad de
Colonias :
L (excepto praderas, ~ especies
Vespertilionidae X pequefias
zonas polares areas adaptadas a
s agrandes
y desérticas)  urbanas climas
templados
Roedores
A Gran
Distribucin ~ Hiabitats - Desde 0 i de
variados: solitarios .
: global en especies
Muridae . bosques, hasta
diversos . adaptadas a
L praderas, colonias :
habitats climas
urbanos grandes
templados
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3.2.2 Delimitacién de la poblacion

Se aplic6 un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia, en donde
las especies tanto de roedores como de murciélagos fueron seleccionados de varios
cantones de la provincia del Guayas. Se escogi6 especies de todos los cantones
considerados en el proyecto del INSPI, de tal manera que la poblacién objeto de
este estudio abarca 7 cantones: Guayaquil, Balzar, Bucay, Duran, Naranjal, Pedro

Carbo y Milagro
3.2.3 Tamaino de la muestra

El tamafo de la muestra fue seleccionado de acuerdo con las condiciones y
recursos disponibles al momento de la ejecucion del presente estudio. Se escogio

un universo de 150 muestras, distribuidos en 128 murciélagos y 22 roedores.
3.2.4 Tipo de lamuestra

Tejido hepatico de murciélagos y roedores.
3.2.5 Proceso de seleccion de la muestra

Se escogio el tejido hepético debido a que es un 6rgano clave en la
replicacion de muchos virus, como el virus del dengue y de la fiebre amarilla,
flavivirus que muestran preferencia para replicarse en células hepéticas, segun lo

indicado por Pinheiro et al. (2023).
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Las muestras de murciélagos y roedores fueron conservadas con PBS a -
80°C, una vez descongeladas se procedio a pesar 25 mg de tejido (equivalente a un

grano de lenteja) por cada especie hasta su procesamiento.
3.3 Los métodos y las técnicas

Para la identificacién de Flavivirus en las muestras biolégicas recolectadas de
murciélagos y roedores, se utilizo el protocolo de la técnica RT-PCR anidada
genérica de Sanchez-Seco et al. (2005) que es una técnica sensible y especifica

para la deteccién de Flavivirus.
3.3.1 Procesamiento de la muestra.

Mediante necropsia, se recolectd 128 tejidos hepaticos de murciélagos y 22
tejidos de roedores, con un peso que varié entre 0,02 g y 0,04 g. Estos fragmentos
se almacenaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml, con 0,5 ml de tampén fosfato salino

(PBS) al 10%, y se mantuvieron a -40°C hasta su posterior extraccion de ARN.

3.3.1.1 Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN de los tejidos de higado obtenidos de los
murciélagos y roedores, se utilizo el kit de extraccion comercial Zymo Research con
columnas de silica del catdlogo D7021. Antes de iniciar la extraccion de acidos
nucleicos, se diluyé el Tampén de ADN/ARN Viral con 125 pl de beta-
mercaptoetanol al 0.5% por cada 25 ml de tampoén, y se prepar6 el Viral Wash

Buffer diluyéndolo con 96 ml de etanol al 100% tal como lo menciona el manual de
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uso. Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente y las muestras se

centrifugaron entre 10.000 y 16.000 x g.

Se coloco por cada muestra aproximadamente 25 mg de tejido (equivalente a
un grano de lenteja) en 400 ul de DNA/RNA Shield 1X, se mezcl6 la solucion con
vortex por 5 minutos o hasta que se deshaga el tejido. Luego, se agreg6 10 pl de
proteinasa Ky se incub6 por 15 minutos. Después, se afiadi6é 800 ul de tampdn de

ADN/ARN y se mezcl6 bien.

La mezcla se transfirié a una columna Zymo-Spin IIC-XLR en un tubo de
recoleccion y se centrifugd a 10.000 g durante 2 minutos, luego se transfirié la
columna a un nuevo tubo de recoleccién. Se afiadieron 500 pl de tampon de lavado
viral a la columna, se centrifug6 por 30 segundos, se desechd el flujo, y se repitid

este paso.

A continuacion, se agregaron 500 ul de etanol (95-100%) a la columna y se
centrifug6 durante 1 minuto para asegurar la eliminacion completa del tampén de
lavado, después se transfirié la columna a un nuevo tubo eppendorf. Finalmente, se

resuspendi6 en 50 pl de agua libre de DNasa/RNasa y se almacendé a -80°C.

3.3.1.2 RT-PCR anidada genérica gen NS5 (fragmento de 143 pb)

El protocolo de la RT-PCR anidada genérica para flavivirus que se emple6 en
esta investigacion amplifica un fragmento de 143 pares de bases (pb) del gen NS5.
Se sintetizaron los siguientes iniciadores para la RT-PCR genérica: Flavil+:
57871GAYYTIGGITGYGGIIGIGGIRGITGG78973, Flavil-:

59255TCCCAICCIGCIRTRTCRTCIGC92333. Y para la PCR anidada genérica:
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Flavi2+: 58987YGYRTIYAYAWCAYSATGGG90063,

Flavi2—: 59130CCARTGITCYKYRTTIAIRAAAICC91073

Para la transcripcion reversa y primera amplificacion se utilizo el kit
SuperScript 11l One-Step RT-PCR con Platinium Taq (Invitrogen) , se adicionaron los
siguientes reactivos para una reaccion: 11 pl de agua, 24 pl de buffer 2X , 4 ul de
cada uno de los iniciadores (Flavi+1 y Flavi-1) a 40 uM ,y 1 ul de SuperScript Il
One-Step RT-PCR con Platinium Tag mas 5 pl de ARN que se coloc6 en el &rea de
amplificacion en el termociclador Applied Biosystem con el siguiente perfil térmico:
ciclo inicial de 45°C por 30 min y 94°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 94°C por
30 seg, 47°C por 1 miny 68°C por 1 miny 15 seg, y la extensién final a 68°C por 5

min.

La reaccion de PCR anidada se la realiz6 con el kit de Platimium Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) se adicionaron los siguientes reactivos para una reaccion:
Agua 33.2 ul, 10X Buffer 5 ul, MgCI2 50mM 1.5 pl, dNTP 10mM 1 pl, 4 ul de los
iniciadores (Flavi 2+ y Flavi 2-) a 40 uM, 0.3 pl de Taq DNA polymerase y 1 ul del
producto de la primera amplificacion. Se llevo al termociclador a un ciclo inicial de
94°C durante 2 min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 seg, 47°C por 1 miny 72°C

por 30 seg. La extension final fue a 72°C por 5 min.

Se incluyeron controles negativos y controles positivos donados por el
Laboratorio de Virologia del INSPI para los virus de encefalitis de San Luis (SLEV),
Fiebre Amarilla (YFV), Zika (ZIKV) y del Virus del Dengue (DENV) extraidos a partir

de cultivo celular (células vero) y confirmadas por la técnica PCR tiempo real

43

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




3.3.1.3 Migracion electroforética

Las muestras se analizaron por electroforesis, utilizando un gel de agarosa al
2% que se preparo disolviendo 3 g de agarosa en 150 ml de TAE 1X, se calentd la
mezcla en el microondas durante 2 minutos, y se afladio 5 pl de Syber Safe antes
de verterla en el molde, luego se dejo endurecer por 30 minutos. El gel se cubrio
con TAE 1Xy se migraron 10 ul del amplicon de la PCR anidada, mezclado con 2 pl
de buffer de carga, junto con un marcador de peso molecular de 100 pb,
programando la fuente de poder a 100 V por 1 hora. Para preparar el TAE 1X, se

diluyeron 25 ml de TAE 40X en 975 ml de agua destilada.
3.4 Procesamiento estadistico de la informacion

Para asegurar la validez y confiabilidad de los hallazgos, se empleé la
triangulacion de datos, combinando las observaciones de campo, los registros

visuales y los resultados de los analisis moleculares.

El procesamiento de la informacion se centrd en la interpretacion cuantitativa
y descriptiva de los datos, donde se emplearon herramientas estadisticas
descriptivas y pruebas inferenciales con el objetivo de evaluar la distribucion y
significancia de los resultados. Se utilizd el programa SPSS para realizar el analisis
de los datos y determinar la frecuencia de deteccion de flavivirus en las muestras de

murciélagos y roedores.

44

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



CAPITULO IV: Analisis e Interpretacion de Resultados
4.1 Especies incluidas en el estudio

El analisis de los resultados se presenta de manera cuantitativa y descriptiva.
A partir de la captura y clasificacion de las muestras, se obtuvieron un total de 150
muestras, distribuidos en 128 murciélagos, con una representacion del 85% y 22
roedores con una representacion del 15%. En la Tabla 5, al analizar la composicion
de los roedores por familias, se observa que todas las muestras pertenecen a la

familia Muridae con 3 especies.

Tabla 5

Especies de roedores incluidas en el estudio

Familia/Especie Cantidad Porcentaje
Muridae

Rattus norvegicus 12 54,5%
Rattus rattus 7 31,8%

Mus musculos 3 13,6%
Total 22 100,0%

Los datos presentados en la Tabla 6 revelan que la familia mas predominante entre
los murciélagos es Phyllostomidae, con un total de 67 muestras. Estas se
distribuyen en 10 géneros y 14 especies. La especie con mayor frecuencia es
Carollia perspicillata, que representa 26 de las muestras, seguida por Carollia
castanea, con 7 muestras. En segundo lugar, la familia Molossidae se identifica con

55 muestras, todas pertenecientes a la especie Molossus molossus. Por ultimo, la
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familia Vespertilionidae incluye 5 muestras distribuidas en 3 especies diferentes,
mientras que la familia Emballonuridae esté representada por una Unica muestra de

la especie Saccopteryx bilineata.

Tabla 6

Especies de murciélagos incluidas en el estudio

Familia/Especie Cantidad Porcentaje
Molossidae
Molossus molossus 55 43,0%

Phyllostomidae

Carollia perspicillata 26 20,3%
Carollia castanea 7 5,5%
Artibeus fraterculus 6 4,7%
Glossophaga soricina 6 4,7%
Anoura peruana 4 3,1%
Desmodus rotundus 4 3,1%
Sturnira bakeri 4 3,1%
Carollia brevicauda 3 2,3%
Phylloderma stenops 2 1,6%
Artibeus concolor 1 0,8%
Artibeus lituratus 1 0,8%
Chiroderma trinitatum 1 0,8%
Micronycteris megalotis 1 0,8%
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Phyllostomus discolor 1 0,8%

Vespertilionidae

Eptesicus innoxius 2 1,6%
Rhogeesa velilla 2 1,6%
Myotis nigricans 1 0,8%

Emballonuridae

Saccopteryx bilineata 1 0,8%

Total 128 100,0%

4.2 Zonas de muestreo

Al identificar las zonas de muestreo de la poblacién total, se observa que 74
de las muestras (49.3 %) fueron recolectadas en Cantén Guayaquil, lo que
representa el mayor porcentaje. Le sigue el Canton Naranjal con 36 muestras
(24%), y en tercer lugar se encuentra Pedro Carbo con 16 muestras (10.7%). En
localidades como Balzar con 13 muestras (8.7%), Milagro con 6 muestras (4%),

Duran con 3 muestras (2.00%) y Bucay con 2 muestras (1.3%).
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Figura 6

Distribucién geografica de la poblacion
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4.3 Presenciade Flavivirus

En un andlisis total de 150 muestras mediante la técnica de RT-PCR anidada,
los resultados revelaron 15 casos positivos, lo que representa aproximadamente el
10% de la poblacion total analizada, todos correspondientes a murciélagos con una
prevalencia de 11.7 % en este grupo, sugiriendo que los murciélagos estan
expuestos a flavivirus y podrian actuar como posibles reservorios en la region
estudiada. En contraste, no se detecto la presencia de flavivirus en las muestras de

roedores
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4.3.1 Presencia de Flavivirus por especie

Al evaluar la distribucién de los resultados por especie en los murcielagos,
Unicamente se identificd 15 positivos para flavivirus en la especie Molossus

molossus (Figura 7), lo que corresponde a la prevalencia 27.27 % en esta especie.

Figura 7

Presencia de Flavivirus por especie en murciélagos
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La dieta insectivora de Molossus molossus puede influir en la presencia de
flavivirus en esta especie. Al alimentarse principalmente de insectos voladores,
especialmente mosquitos (Freitas et al., 2020), es mas probable que se exponga a
estos vectores, que son conocidos portadores de flavivirus como el virus del Nilo

Occidental y el dengue. Esta relacion estrecha entre la dieta y la exposicion a
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vectores puede explicar por qué solo se encontraron casos positivos en esta

especie.
4.3.2 Presenciade Flavivirus por Zonas

Los resultados positivos para Flavivirus en murciélagos se encuentran
distribuidos en los cantones de Guayaquil y Naranjal, lo que revela que el mayor
porcentaje se encuentra en las zonas urbanas como se visualiza en la tabla 7. La
presencia del virus en estas areas urbanas y rurales esta relacionada con la
proximidad entre murciélagos y seres humanos, lo que aumenta el riesgo de

transmision zoonGtica siempre y cuando también esté presente el vector.

Tabla 7

Zona de captura positivos a Flavivirus en murciélagos

Canton/Zona de captura Cantidad Porcentaje
Guayaquil
Universidad agraria 4 26.67%
Parque samanes 2 13.33%
Casa 5 33.33%
Total 11 73.33%
Naranjal
Manglar churute (aulladores) 3 20.00%
Manglar churute (Chorrillo) 1 6.67%
Total 4 26.67%
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4.3.3 Presencia de Flavivirus por sexo

La distribucion de las muestras positivas de flavivirus segun el sexo muestra
gue, de las 15 muestras, 6 corresponden a machos y 9 a hembras. Existe una
mayor prevalencia de flavivirus en las hembras en comparacion con los machos,
esta variacion podria deberse a diversos factores, como diferencias biolégicas en la
susceptibilidad al virus entre los sexos o variaciones en el comportamiento que

podrian influir en la exposicion al virus.

Figura 8

Distribucién de positivas a Flavivirus por sexo
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CAPITULO V: Discusion, Conclusiones y Recomendaciones
5.1 Discusion

La presente investigacion se centra en determinar la presencia de Flavivirus
en murciélagos y roedores sinantrépicos en la provincia del Guayas, empleando

técnicas moleculares, como la RT-PCR anidada.

El analisis de los resultados obtenidos nos indica una prevalencia del 11.7%
de flavivirus en la poblacién de los murciélagos lo que nos confirma la hipétesis
inicial, alineandose a estudios previos que destacan a los murciélagos como
posibles reservorios de los Flavivirus. Un ejemplo de esto es el trabajo de Torres-
Castro et al. (2021), donde se detectd una prevalencia del 31.8% del virus del Nilo
Occidental (WNV) y del 9.1% del virus Zika (ZIKV) en murciélagos, ambos
pertenecientes a la familia Flaviviridae. Estos resultados confirman la capacidad de
los murciélagos para alojar naturalmente estos virus, proporcionando evidencia
adicional sobre su posible papel como reservorios de flavivirus en la region y

destacando su importancia en la ecologia de estas enfermedades.

Se evidencia que el 27.27% de prevalencia en la especie Molossus molossus,
juega un papel relevante en la exposicion del virus en la regién y es conocida por su
adaptabilidad a entornos urbanos. Los flavivirus al ser virus ARN, con una alta
capacidad de mutacién y adaptacion, facilita su persistencia en reservorios animales
y su eventual aparicion en poblaciones humanas cuando las condiciones son
favorables (Dutta & Langenburg, 2023). Esta capacidad de adaptacion y su amplia

gama de hospedadores resaltan la importancia de especies como Molossus
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molossus en la ecologia de la transmision de estos virus, lo que explica su
prevalencia en areas como Guayaquil y Manglar Churute. Este dato apoya la
hipotesis que plantea que ciertas especies de murciélagos, especialmente aquellas
adaptadas a entornos urbanos, tienen un papel significativo en la transmision de

virus zoonoticos.

Es importante mencionar que zonas urbanas, con alta densidad poblacional y
mayor cercania a especies sinantropicas, presentan tasas elevadas de prevalencia
viral, como se ha observado en Guayaquil y Manglar Churute. Estudios realizados
como el de Luis (2015) en otros entornos urbanos evidencié como la proximidad
entre humanos y reservorios animales facilita la propagacion de enfermedades

infecciosas.

La ausencia de Flavivirus en las muestras de roedores, sugiere que no
desempefian un papel relevante como reservorio de Flavivirus en la poblacion
estudiada esto podria deberse a que algunos flavivirus presentan afinidad a ciertos
huéspedes y vectores; sin embargo otras investigaciones demuestran que estos
animales si cumplen un papel como reservorios, como aquel realizado por Torres et
al, (2022) en donde se ha reportado la presencia de Flavivirus en roedores. En su
estudio se detectd que el 33% tenian presencia de flavivirus, lo que indica que la
dinamica de transmision puede variar significativamente entre regiones y especies.
Por lo tanto, la posibilidad de que los roedores actien como reservorios en otras
areas geograficas no puede descartarse completamente y podria ser un area de

investigacion futura.
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Por otra parte, la revision tedrica realizada para esta investigacion recalca la
importancia de considerar la ecologia y comportamiento de los reservorios animales
en la propagacion de Flavivirus. Los murciélagos, por ejemplo, no solo actian como
reservorios de Flavivirus, sino que también son portadores de otros virus ARN de
alta relevancia para la salud publica, como el virus del Ebola y el coronavirus como
sostiene Ramirez (2023). Estos virus, al igual que los Flavivirus, tienen la capacidad
de transmitirse de animales a humanos, lo que refuerza la necesidad de estudios
continuos sobre las interacciones entre humanos y murciélagos, especialmente en

areas de alta densidad poblacional.

Por ende, la investigacion ha proporcionado evidencia clara de que los
murciélagos de la especie Molossus molossus desempefia un papel como posible
reservorio del virus en la provincia del Guayas. La prevalencia del virus en estas
especies varia significativamente segun la ubicacion geografica, lo que nos indica la
importancia del contexto ecoldgico en la dindmica de transmision del virus. La
ausencia de Flavivirus en roedores, aunque relevante, no descarta la posibilidad de
gue estos animales puedan actuar como reservorios en otras regiones o bajo
diferentes condiciones ecoldgicas. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de una
vigilancia continua y la implementacion de estrategias de control especificas para
mitigar el riesgo de transmisién zoonotica en areas urbanas y periurbanas. La
integracion de estas estrategias con los conocimientos ecoldgicos sobre los
reservorios animales y sus interacciones con los humanos es fundamental para

prevenir futuros brotes de Flavivirus y otras enfermedades zoonoticas.
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5.2 Conclusiones

La técnica de RT-PCR anidada permitio identificar de manera efectiva la
region conservada NS5 de los flavivirus. Este procedimiento incluy6 las siguientes
etapas: extraccion de acidos nucleicos, la amplificacion mediante la PCR y la
visualizacion de los productos en gel de agarosa, asi como también el uso de
controles negativos y positivos que aseguraron la precision del andlisis. Esta
metodologia resulto fue efectiva para cumplir con el objetivo del estudio, que era la

identificacion de flavivirus en murciélagos y roedores sinantropicos.

En el andlisis de un total de 150 muestras mediante la técnica de RT-PCR
anidada, se identificaron 15 casos positivos, lo que equivale al 10% de la poblacién
total evaluada. Todos los casos positivos corresponden a murciélagos, con una
prevalencia del 11.7% dentro de este grupo, lo que sugiere que estos animales
estan expuestos a flavivirus y podrian actuar como posibles reservorios en la region
estudiada, datos que responden al segundo objetivo. No obstante, en los roedores

capturados no se detect6 la presencia del virus.

El tercer objetivo del estudio, centrado en clasificar las principales especies
gue actian como posibles reservorios de flavivirus, permitié identificar como ciertas
especies de murciélagos estan mas asociadas a la exposicion y potencial
transmision del virus. Los resultados confirman el papel de los murciélagos,
especialmente de la especie Molossus molossus, como posibles reservorios de
flavivirus ya que al tener una dieta que depende de la caza activa de insectos, esta
especie podria estar en contacto mas frecuente con ambientes donde los flavivirus

estan presentes. Esto a su vez aumenta la probabilidad de infeccion, ya que los
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flavivirus son comunmente transmitidos por vectores como los mosquitos, que son
abundantes en ciertos ecosistemas. Otras especies de murciélagos, aunque
presentes en el area, no mostraron presencia de Flavivirus, lo que sugiere que
existen caracteristicas especificas de Molossus molossus que favorecen su rol

como posible reservorio.

En este sentido, esta investigacién ha logrado cumplir con los objetivos
propuestos, aportando evidencia valiosa sobre la circulacion de Flavivirus en
murciélagos en la provincia del Guayas. Los resultados obtenidos son coherentes
con estudios globales, pero también se presentan hallazgos especificos que
enriquecen el conocimiento local sobre los posibles reservorios de Flavivirus y su

dindmica de transmision en entornos urbanos.
5.3 Recomendaciones

Las recomendaciones de este estudio sugieren diversas lineas de
investigacion futura y posibles soluciones que podrian abordar los datos

descubiertos durante la investigacion.

Una de las principales interrogantes que surgen es la necesidad de explorar
con mayor profundidad por qué Molossus molossus actia como un posible
reservorio de Flavivirus en comparacion con otras especies de murciélagos; si sus
caracteristicas genéticas, ecoldgicas o de comportamiento hagan a esta especie
particularmente susceptible al virus. Se sugiere llevar a cabo estudios adicionales
para identificar otras especies de murciélagos en el area que puedan actuar como

reservorios de Flavivirus, ya que no fueron identificadas en este estudio.
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Aungue en este estudio no se identificé la presencia de Flavivirus, los
roedores son bien conocidos por ser reservorios de diversos patégenos, por lo que
investigaciones futuras con una poblacion méas amplia podrian ayudar a identificar
qué virus zoonoticos podrian estar circulando en las poblaciones de roedores

sinantrépicos de la provincia del Guayas.

Otro aspecto a considerar es la necesidad de estudios interdisciplinarios que
integren la ecologia, la biologia molecular y la salud publica para desarrollar
estrategias mas efectivas de control y prevencién de enfermedades zoondéticas. Se
podrian explorar soluciones basadas en la ecologia urbana, como el disefio de
héabitats que reduzcan las interacciones entre humanos y reservorios de virus en
zonas urbanas. Esta perspectiva ecologica, junto con politicas de salud publica,
podria ofrecer una solucidbn méas sostenible ya largo plazo para mitigar los riesgos de

transmision zoondética.
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Anexos

Anexo A. Termociclador Punto Final: Equipo Empleado para la RT-PCR

anidada
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Anexo B. Preparacion de Geles de Agarosa al 2%

Anexo C. Visualizacién del producto de amplificacién de 143pb de Flavivirus

100PB 99 100 101 108 159 161 162 163 CN SLEV YFY ZIKV DENV 100PB
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100PB 175 176 186 201 202 203 205 CN SLEV YFV ZIKV DENV 100PB

Anexo D. Controles positivos para Flavivirus: Resultados de la PCR Tiempo

Real de los Serotipos de Dengue, Fiebre Amarilla, Zika, Virus de Encefalitis de

San
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