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Resumen

El SARS-CoV-2 es una enfermedad infecciosa emergente, de origen zoondtico, este
es un Beta-CoV es responsable de la pandemia causada por una enfermedad
conocida como COVID-19, la cual se identificé a partir de un brote neumonico el 29
de diciembre del 2019 en Wuhan, China. Esta investigacion tiene como objetivo
determinar Coronavirus spp. a través de pruebas moleculares en roedores
sinantropicos de Guayaquil, Ecuador. Es un estudio trasversal descriptivo no
experimental, la captura de roedores se dio de septiembre a diciembre del 2021 en
veinte distintas zonas de la ciudad de Guayaquil, se tomaron muestras de 6rganos
como pulmén, traquea, intestino y rifiones para detectar SARS-CoV-2 mediante PCR
a tiempo real y Pancoronavirus a partir de PCR punto final. De un total de 119
roedores, se detectaron 1.7% (2/119) positivas a SARS-CoV-2 dando positivas al gen
N1 con CT de 39.41 y 35.42, y el 12.6% (15/119) roedores dieron positivo a
Pancoronavirus indicando la presencia de algun Alphacoronavirus o betacoronavirus
de las cuales se obtuvieron una Mus musculus, siete Rattus rattus, y Rattus norvegicus
fueron positivas. Por lo que se concluye gue los roedores de la ciudad de Guayaquil
si se infectaron con SARS-CoV-2 y son incluso portadoras que otras familias de
coronavirus. En cuanto a las especies de roedores sinantrépicos del area de
Guayaquil se pudo determinar que la de mayor porcentaje fueron las Rattus rattus con
un 51.26% (61/119), seguido de las Rattus norvegicus con 42.86% (51/119), mientras

gue las Mus musculus fueron la minoria con 5.88% (7/119).

Palabras claves: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Guayaquil, roedores,

SARS-CoV-2
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1. Introduccidn

Los roedores son el orden de mamiferos mas numeros, estos se encuentran
distribuidos en todo el mundo, exceptuando la Antéartica. Existen alrededor de dos mil
especies de roedores; la caracteristica que todas las especies comparten es que
presentan 2 incisivos con forma de cincel que les permite roer (RAGSCORP, 2019).
Los roedores sinantrépicos son animales que se han adaptado al entorno del ser
humano, siendo capaces de convivir con nosotros, desarrollarse y reproducirse. Entre
los roedores sinantrépicos mas conocidos son Rattus rattus, Mus musculus y Rattus
norvegicus. Estos son transmisores de diversas enfermedades, muchas de ellas
zoonodticas, por ello su importancia en la salud publica y animal (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2020).

Estos animales diseminan muchas enfermedades, debido a que son
reservorios de microorganismos patégenos como bacterias, virus, y protozoarios. La
transmision a otros animales o personas ocurre de manera directa, por medio de
mordidas o ingestidn de los roedores, e indirectamente por contacto con heces u orina
de los roedores. Otra via de contagio es a través de vectores que portan los roedores
como son los acaros, pulgas y garrapatas. Muchas enfermedades llegan a nuevas
areas por la introduccién de roedores atreves de barcos o aviones. Algunas de las
enfermedades mas importantes para la salud publica son bacterias como leptospira,
bartonella, peste bubobnica; parasitos como toxoplasma, tripanosoma,
meningoencefalitis eosinofilica; y virus como hepatitis E, hantavirus, rotavirus,

coronavirus, and arenavirus (Gravinatti, Barbosa, Soares, & Gregori, 2020).

Un claro ejemplo de la magnitud del dafio a la salud que pueden producir los
roedores, si no se los controla, fue la pandemia de la peste bubonica conocida como

la peste negra. Esta enfermedad zoondtica ha generado 3 pandemias a lo largo de en
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el aflo 541, 1346, y 1855 que alcanzo los 5 continentes. Con un indice de mortalidad
de alrededor del 60%, dejo alrededor de 200 millones de muertos (Virgili, 2020) . El
agente etiolégico es un bacilo conocido como Yersinia pestis. Las ratas eran
portadores de la enfermedad, la transmision se daba cuando las pulgas picaban a una

rata infectada y luego al humano (Rius, 2018).

Otra enfermedad originada por las ratas es la Meningoencefalitis Eosinofilica
en el humano, causada por el nematodo Angiostrongylus cantonensis, cuyo huésped
definitivo son las ratas es conocido como el gusano del pulmén de la rata ya que vive
en las arterias pulmonares de la misma (Estrada, 2020). La transmision al humano se
da cuando este ingiere el tercer estadio del parasito, ese estadio esta en huéspedes
intermediarios como los caracoles o vegetales contaminados con secrecion de
caracoles. Dichas larvas llegan al intestino, pasan a los vasos sanguineos de estos
para alojarse en las meninges. Una vez alli fallecen, puesto que el humano es un
hospedero accidental, y causan una reaccion eosinofilica produciendo una meningitis

aséptica (Farifias, Medina, Godoy, Rodriguez, & Robainas, 2019).

1.1 Antecedentes del problema

Muchos virus, entre esos el coronavirus (CoV), han mutado y se han adaptado
alo largo de los afios. Por lo que estos evolucionan, siendo capaces de ser portadores
e infectar a una gran varias especies de animales. Existen 7 coronavirus que afectan
al humano, incluyendo al actual SARS-Cov-2, que fueron originados de murciélagos
y otros por ratas. Entre los mas destacados a lo largo de los afios estan el Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV) en 2002-2003 y el Sindrome Respiratorio De
Oriente Medio (MERS-CoV) en 2012, y este nuevo virus, denominado SARS-CoV-2 a

fines del 2019 (Ye, y otros, 2020).
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En el 2002 se generd una epidemia de Sindrome Respiratorio agudo severo
(SARS-CoV) con un porcentaje de mortalidad del 10%, dejando alrededor de 800
muertos en 10 afos. Dos afios mas tarde se encontré un nuevo coronavirus, llamado
sindrome respiratorio de oriente medio (MERS-CoV) el cual alcanzo un porcentaje de
mortalidad mayor al SARS, con un 30%. En Ecuador, MERS causoé la muerte de 205
personas entre 2015 y 2018, de un total de 1794 personas contagiadas con MERS,
registrando una tasa de moralidad del 16.7% en el 2015y 9.7% en el 2018 (Machado,

2020). Durante el 2020 la OMS declaro pandemia de SARS-CoV-2.

1.2 Planteamiento y formulacién del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

Los coronavirus son virus envueltos de ARN monocaternario que afectan a una
gran variedad de animales y al humano, principalmente a mamiferos, causando
enfermedades digestivas, respiratorias, y neurologicas. Durante el transcurso de los
afios, han surgido diversos coronavirus, todos de origen animal, afectando al ser
humano y causando cientos de muertes a nivel mundial. De los murciélagos se han
originado el SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-NL63 y HCoV-229E; mientras que el
HCoV- OC43 y HKUL1 se originaron en roedores. Estudios sefialan que hay diversas
similitudes entre los coronavirus de las ratas y murciélagos, por lo que sugieren que
los roedores podrian ser reservorio de estas enfermedades. Los roedores se pueden
contaminarse ingiriendo heces de murciélagos, haciéndose portadores de la

enfermedad y transmitirla con mayor facilidad al humano y a otros animales.

En diciembre del 2019 se identificé en China un nuevo coronavirus, causado
por el SARS-CoV-2, conocido como Covid-19, siendo el 7 CoV que afecta al humano,

afectando al sistema respiratorio del humano. En marzo, la organizacion mundial de
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la salud (OMS) caracterizo a la enfermedad como una pandemia, este coronavirus se
encuentra presente en mas de 215 paises, con mas de 216 millones de personas

contagiadas el covid-19 ha dejado mas de 4 millones de muertes alrededor del mundo.

El SARS-CoV-2 posee una poderosa patogenicidad y transmisibilidad, mucho
mayor a las del SARS-CoV y MERS-CoV. Su poder de transmisibilidad es del 80%,
pudiendo contagiar a otro individuo al estar cerca tan solo 15 segundos de alguien
positivo a Covid-19 sin proteccion. Ecuador tiene la tasa mas alta de personas en
Ameérica del Sur con 13.15 por 100 mil habitantes y supera el promedio mundial de
9.63 con una mortalidad del 5%. Por ser un virus relativamente nuevo se sabe poco
del mismo, y de sus vectores y reservorios. Existiendo también la posibilidad de que

este mute afectando a otras especies favoreciendo su transmisibilidad.

1.2.2 Formulacion del problema

¢ Los roedores sinantropicos son portadores de coronavirus Alfa y Beta?

¢ Los roedores podrian facilitar la transmision de SARS-CoV-2 a humanos y animales?

1.3 Justificaciéon de la investigacion

Los roedores son reservorios naturales de muchas enfermedades enzooticas,
contaminando a otros animales y al humano, apareciendo nuevas enfermedades y
facilitando su transmision. Estos animales son portadores de diferentes especies de
coronavirus. A lo largo de los afios se ha demostrado la capacidad de mutacion de
este virus, llegando a ser de rapida transmisibilidad, generando muertes y pérdidas

econdmicas en todo el mundo.
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El COVID-19 al ser una enfermedad emergente, con pocos estudios en cuanto
a reservorios y portadores de esta enfermedad por lo que no estan definidas las
especies de animales que participan en la transicion de coronavirus al humano. Se
necesitan realizar investigaciones sobre las posibles interacciones CoV-huésped en
animales, como en este caso los roedores para determinar el rol que estos tienen con
coronavirus en nuestro pais. Ademas de ello, se podria obtener informacion relevante
sobre la patogénesis del coronavirus en el hombre. Siendo de importancia para la
salud publica identificando posibles huéspedes animales de coronavirus en la ciudad
de Guayaquil mediante un sistema de vigilancia epidemiolégica que incluya otras
especies de animales. Este estudio permitira determinar cual es el rol de los roedores
sinantropicos con el coronavirus, identificando si portan alguna Alpha o Beta
coronavirus atreves de pruebas moleculares como la prueba de Reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Ademas, dentro de los Beta coronavirus se buscara descartar

la presencia del SARS-CoV-2.

El coronavirus a lo largo de los afios se ha modificado, pudiéndose transmitir a
los humanos, propagandose rapidamente generando muertes y grandes pérdidas
econdémicas en todo el mundo. Por ser enfermedades emergentes, existe una falta de
informacion acerca de estos virus, requiriéndose estudios para conocer mas acerca

de los coronavirus en nuestro pais.

1.4 Delimitacién de la investigacion
e Tiempo: tuvo una duracion 11 semanas desde desde el 18 de octubre del 2021

hasta el 3 de enero del 2021.
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e Lugar: se llevo a cabo la captura de los roedores en la ciudad de Guayaquil.
Mientras de que la necropsia, toma y recoleccion de muestras se realiz6 en el
Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion (INSPI).

e Poblacion: roedores sinantropicos

1.5 Objetivo general

Determinar Coronavirus spp. a través de pruebas moleculares en roedores

sinantropicos de Guayaquil.

1.6 Objetivos especificos

e I|dentificar taxonédmicamente las especies de roedores sinantrépicos que
circulan en la ciudad de Guayaquil.
e Demostrar la presencia de SARS-CoV-2 en roedores.

e Establecer la presencia de los géneros Alfa y Beta coronavirus en roedores.

1.7 Hipétesis

Existen roedores sinantropicos portadores de coronavirus en la ciudad de Guayaquil

Comprobar la presencia de SARS-CoV-2 en roedores sinantropicos
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2. Marco Tebérico

2.1. Estado del arte

2.1.1. Familia Coronaviridae

El coronavirus proviene del orden Nidovirales y de la familia Coronaviridae,
tiene dos sub familias que son el Orthocoronavirinae que tienen una nucleocapside
flexible y el Torovirinae con forma de rosquilla. En los Orthocoronavirinae hay 4
géneros que son el alphacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus, Yy
deltacoronavirus. Los CoV son de forma esférica, de ARN monocaternario positivo
con codigos genéticos que varian de 25 a 32 kb, de 7 a 10 ORFs (marcos abiertos de
lectura) y un virion de 118 a 140 nm de diametro. Se caracterizan por tener espiculas
de proteinas en la superficie del virion, dandola la apariencia de una corona de un rey
por ellos se lo denomino coronavirus. Los CoV tienen una bicapa lipidica como

envoltura, la cual la forman de a partir de la célula del huésped (Payne, 2017).

Posee proteinas estructurales de espicula (S), membrana (M), envoltura (E) y
nucleocapside (N), y hemaglutinina-esterasa (HE) en ciertos Betacoronavirus. Para
formar la envoltura utiliza proteinas S, My E, y para la nucleocapside utiliza la N. La
glicoproteina S forma las prominencias que actian como proyecciones de la envoltura
del viral ayudando a la uncién, fusién y entrada del virus a la célula del hospedero son
altamente responsables del poder de patogenicidad viral, en algunos CoV hay dos
subunidades de estas glicoproteinas (S1 y S2) (Kasmi, Khataby, Souiri, & Ennaji,
2020). Las M son las mas abundantes y es importante para promover la curvatura de
la membrana viral. Las E son las que hay en menor cantidad, usada para el

ensamblaje del virus, la formacion de las envolturas y para liberar particulas virales de
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la célula del huésped. La proteina N es la que se une al ARN del virus para empaquetar

el ARN durante el ensamblaje viral (Ashour, Elkhatib, Rahman, & Elshabrawy, 2020).

Los beta-coronavirus poseen la HE que le permite tener una mejor entrada y
patogenia en el huésped, ademas de la corona de espiculas que presentan estos virus
les permiten acoplarse a los receptores del cuerpo de animales como los murciélagos,
roedores, gatos, humanos, entre otros. Los coronavirus se caracterizan porque mutan
o evolucionan pudiendo afectar a diferentes especies, esto se da debido a que se
generan modificacion en los peplémeros y los ligando de los receptores, siendo
capases de causar propagacion zoonotica y el cruce de la barrera de especies

(Ashour, Elkhatib, Rahman, & Elshabrawy, 2020).

2.2.Bases teodricas

2.2.1. Géneros de coronavirus

Los coronavirus afectan a una gran variedad de animales, principalmente a
mamiferos, causando variedad de enfermedades, desde digestivas, respiratorias, a
neuroldgicas. En la familia Orthocoronaviridae se identifican cuatro géneros; Alpha,
Beta, Gamma, y Delta coronavirus. El alfa y beta coronavirus infectan solo a
mamiferos, mientras que los gamma son a partir de aves y algunos mamiferos
marinos, y delta de porcinos y aves silvestres (Ashour, Elkhatib, Rahman, &
Elshabrawy, 2020). De los murciélagos se han originado el SARS-CoV, MERS-CoV
del genero Beta y el HCoV-NL63 y HCoV-229E de los alphas; mientras que el HCoV-
0OC43 y HKU1 probablemente se originaron en roedores e infectan a humanos. (Cui,

Li, & Shi, 2019).

Dentro del género Alphacoronavirus encontramos virus que infectan a

murciélagos, hurones, visones, gatos, perros, cerdos y humanos. El coronavirus felino
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(FCoV), coronavirus canino (CCoV) y virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV)
en el cerdo, son ejemplos de Alphacoronavirus. El FCoV presenta dos patotipos
distintos con una forma altamente transmisible que es el coronavirus entérico felino,
gue causa infecciones leves del tracto entérico, y una forma sistémica, el virus de la
peritonitis infecciosa felina que causa una enfermedad entérica y sistémica grave. Se
infiere que se genera una mutacion gendmica dentro del animal infectado con FCoV.
La evolucion de las cepas dentro de la especie Alphacoronavirus es compleja y
probablemente implic6 una serie de eventos de recombinacion, adquiriendo una
proteina S recombinante, permitiéndole el intercambio de dominios funcionales entre

virus coinfectantes (Whittaker, André, & Millet, 2018).

Los caninos tienen CoV del género Alpha y Beta. El coronavirus entérico canino
(CCoV), alphacoronavirus que es responsable de los signos clinicos gastrointestinales
en los cachorros, mientras que el betacoronavirus llamado coronavirus respiratorio
canino (CRCoV) se asocia con enfermedades respiratorias, particularmente en

poblaciones de perros en perreras (Colina, Serena, Echeverria, & Metz, 2020).

Los cerdos pueden infectarse con seis coronavirus, de los cuales 4 pertenecen
al género Alphacoronavirus (virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV),
coronavirus respiratorio porcino (PRCV), virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV)
y sindrome de diarrea aguda porcina-coronavirus (SADS-CoV)), mientras que los dos
restantes se clasifican en el género Betacoronavirus, que el el virus de la
encefalomielitis hemaglutinante porcina (PHEV) y en el género Deltacoronavirus como
el deltacoronavirus porcino (PDCoV) (Wang, Vlasova, Kenney, & Saif, 2019). Una
muestra de la capacidad de mutacion de los coronavirus es que en Bélgica se informoé

de una variante de TGEV respiratoria en 1986. Con una gran delecion en el extremo
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5 'del gen S se denomind coronavirus respiratorio porcino afectando el tracto

respiratorio, la trdquea, las amigdalas y los pulmones (Pan, y otros, 2017).

El coronavirus bovino (BCoV) y equino (ECoV), pertenecen al género
Betacoronavirus, y estan relacionados con patologias respiratorias y entéricas, en
terneros y potros respectivamente (Haake, Cook, Pusterla, & Murphy, 2020). EI BCoV,
es capaz de infectar ratones y varias especies de rumiantes. En 1932, fue descubierto
el primer coronavirus, un gammacoronavirus, denominado Bronquitis infecciosa aviar
(IBV). Este afecta al tracto urogenital de pollos que causan enfermedad renal del ave

(Fehr & Perlman, 2015).

Los roedores y murciélagos son considerados los ancestros de los coronavirus.
Ellos diseminan el virus, contaminando al resto de animales y humanos, por lo que
representa una amenaza para la salud humana. En los ultimos afos, los virus mas
conocimos, como el lyssavirus que produce el virus de la rabia, el CoV causando
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV2, el filovirus que produce la Ebola, y la
leptospira. Los tres CoV de murciélagos generaron los primeros brotes en China, el
pais mas poblado del mundo. En china existen una gran diversidad de murciélagos, y
estos viven cerca del humano siendo un potencial transmisor de enfermedades
zoonodticas. Por cultura de este pais, consumen una gran diversidad de animales y
son ingeridos vivos por las creencias de que son mas nutritivos. Su modo de vivir
aumenta la probabilidad de transmision viral a los humanos, ademéas de otras

enfermedades (Fan, Zhao, Shi, & Zhou, 2019).

2.2.2. Coronavirus en roedores

A lo largo de los afios, se ha confirmado la presencia de coronavirus en roedores y

gue estos juegan un papel importante en la evolucion del CoV. En el género Beta
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coronavirus encontramos el coronavirus Murino, con deferentes serotipos como el de
hepatitis viral del ratén y coronavirus de las ratas como el Parker’s rat coronavirus
(RCV-P) and sialodacrioadenitis virus (RCV-SDA). Estudios infieren que estos son
coronavirus altamente mutables, y que, aunque presenten diferencias genéticas, es
probable que sean capaces de inducir un espectro similar de enfermedad (Otto,

Franklin, & Clifford, 2015)

Entre ratas el coronavirus es altamente contagioso, ya sea mediante contacto
directo con ratas infectadas o indirectas por medio de fomites o aerosoles. Los
coronavirus tienen una morbilidad alta, y mortalidad muy baja. En las ratas se ha
observado que luego de presentar la enfermedad, una semana después ya presentan
anticuerpos, pero dicha inmunidad solo dura alrededor de 6 meses dandoles la
posibilidad de reinfeccion, pero las lesiones que se vieron en esas ratas eran menores
comparadas con las que se infectaron por primera vez (Otto, Franklin, & Clifford,

2015).

Ambos coronavirus de las ratas, que son la sialodacrioadenitis y Parker's, infectan
el tracto respiratorio causando una neumonia intersticial. En la sialodacrioadenitis el
coronavirus tiene tropismo por las glandulas salivales, glandulas lagrimales, glandulas
harder, y epitelio respiratorio. La infeccién puede cursar tanto de forma clinica como
subclinica. La forma clinica dura menos de dos semanas y se presenta con
conjuntivitis edema submaxilar, descargas nasales, oculares, entre otros. A la
necropsia se observa rinitis, traqueitis y bronquitis con lesiones en el tracto respiratorio

inferior (Otto, Franklin, & Clifford, 2015).

La hepatitis viral del raton (MHV), también llamado virus letal del raton lactante,

tiene un amplio tropismo entérico, respiratorio, vascular, linfoideo, nervioso y hepatico.
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Este se aislo por primera vez en ratones en 1949, y en 1970 se identifico una variante
del MHV en ratas (Colina, Serena, Echeverria, & Metz, 2020). Se han descubierto
diferentes cepas, donde las mas comunes con sintomas entéricos son MHV-S/CDC,
MHV-Y, MHV-RI, y MHV-D. (Masters & Perlman, 2020) Estas cepas enterotropicas
son altamente contagiosas, con mortalidad del 100% en ratones lactantes, teniendo
similares caracteristicas de enteritis por coronavirus entérico neonatal en otras
especies, induce una citolisis rapida de los enterocitos. El desarrollo de la enfermedad

varia segun la edad del ratén, cepa y virulencia (MacLachlan & Dubovi, 2017).

La enfermedad usualmente no es aparente, pero tiende a manifestarse como
signos de encefalomielitis, gastroenteritis, y hepatitis, con una supervivencia reducida
al destete. En adultos a menudo es subclinica, y estos pasan la inmunidad a sus crias,
sin embargo, este virus muta constantemente por ello se mantiene en la poblacion de
ratones. Las lesiones que presentan estos animales son necrosis epitelial, atenuacion
de las vellosidades y erosién de la mucosa intestinal (Decaroa & Lorussob, 2020).
Este virus afecta mas a ratones lactantes debido a que ellos tardan mas en regenera
la mucosa y células dafiadas, a diferencia de los adultos donde dicha proliferacion se

da mas rapido. (MacLachlan & Dubovi, 2017).

En China en el afio 2013 se realiz6 un estudio con 1400 roedores, donde
identificaron que el 2% de ellos daban positivo para CoV (Wang, y otros, 2015). Por
otro lado, se han realizado estudios con ratones, hamsteres y ratas en china, donde
se replico el SARS-COV y se determind que los roedores mas viejos eran los que
presentaban los sintomas mas graves, y con ellos estudiaron la patogenia de dicho
virus. Asi mismo en el 2014 se realizé el primer modelo de raton de infeccion por

MERS donde se evidenciaron sintomas clinicos de neumonia intersticial, infiltracion
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de células inflamatorias, y edema alveolar leve y engrosado. Por lo tanto, los ratones
podrian usarse como modelo animal reproducible para la evaluacion de vacunas,

inmunoprofilaxis y antivirales y farmacos contra el SRAS-CoV (Song, y otros, 2019).

Esto mismo se confirmé en la investigacion realizada por (Gretebeck &
Subbarao, 2015) identificaron los signos clinicos, replicacion viral y patologia del
SARS-CoV y MERS-CoV en humanos y varios modelos animales. En los roedores
jovenes no se observaron signos clinicos de la enfermedad, mientras que los mayores
desarrollaron la enfermedad generalizada, patologia pulmonar pronunciada

compatible con neumonia y lesién pulmonar aguda.

Recientemente Lau, y otros, 2015 han identificado un nuevo Betacoronavirus
en Rattus norvegicus en Guangzhou China denominado China Rattus coronavirus
HKU24 (ChRCoV HKU24). Este CoV pertenece a los Betacoronavirus del linaje A,
asemejandose de los Betacoronavirus tipo 1, HCoV HKU1 y Cov murinos. Tomaron
91 muestras alimentarias en roedores en China, de ellas 3 muestras de ratas noruegas
de un restaurante. Los tres genomas compartian una similitud de secuencia superior
al 99% (Lau, y otros, Discovery of a novel coronavirus, China Rattus coronavirus
HKU24, from Norway rats supports the murine origin of Betacoronavirus 1 and has

implications for the ancestor of Betacoronavirus lineage A, 2015).

2.2.3. Coronavirus humanos originados en roedores

El HCoV-OC43 y HKU1, del sub genero embecovirus, se originaron a partir de
virus asociados a los roedores y son responsables de resfriados comunes en todo el
mundo. La mayoria de infecciones por estos coronavirus causan al humano una

enfermedad leve en el aparato respiratorio, sin embargo, en huéspedes susceptibles
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como a pacientes inmunodeprimidos o lactantes pueden presentar cuadros mas

graves.

El HCoV-OC43, detectado en 1960 es un betacoronavirus, es una enfermedad
zoonotica, cuyo huésped intermediario es el bovino. Se encontré que el HCoV-0OC43
tenia tropismo por células neurales in vitro y en ratones infectados experimentalmente,
gue se asemeja al MHV. Por ello se sugiere que HCoV-OC43 juega un papel en
enfermedades neuroldgicas como la enfermedad desmielinizante crénica y

encefalomielitis aguda (Corman, Muth, Niemeyer, & Drosten).

Estudios realizados por (Butler, Pewe, Kathryn, & Perlman, 2016) mostraron
gue este coronavirus se adapta facilmente a la replicacion en el cerebro de un roedor,
ya que, al inocularlo en el raton, este tenia un mayor tropismo neurolégico
desarrollando encefalitis a los 8 dias. Luego ese virus fue extraido directamente de
cerebros de ratones lactantes causando una infeccion letal después de la inoculacion
intranasal de 5 a 8 semanas de edad ratones. El HCoV-OC43 tiene la capacidad para
cruzar las barreras de especies, infectar ratones y ganar virulencia en el nuevo
huésped. Se cree que esto sucede porque es probable que en el cerebro del roedor
se produzca mutaciones en el Proteina S que optimiza la union y la entrada a las

células diana (Butler, Pewe, Kathryn, & Perlman, 2016).

El HKU1 fue descubierto en el 2005, en una persona mayor con neumonia en
Hong Kong. Este virus es un tax6n hermano del MHV y el virus de la
sialodacrioadenitis de rata por ello también se lo asocia como hospedadores
primordiales a los roedores (Corman, Muth, Niemeyer, & Drosten). Esta causa
infecciones del tracto respiratorio superior incluyendo fiebre, correr secreciones

nasales y tos
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2.2.4. SARS-COV-2

El 29 de diciembre del 2019 se presentd un brote neumonico en Wuhan, China;
identificAndose por medio de andlisis molecular un nuevo coronavirus, denominado
SARS-CoV-2, conocido como Covid-19. Tras un seguimiento de los pacientes, se
determind que el origen de la infeccidn se dio en un mercado de mariscos, donde hay
especies silvestres, incluyendo murciélagos de donde se cree que se origino el virus.
Por las deficientes medidas de bioseguridad en los mercados, se propicido a la
transicion del virus, entre animales y al hombre. Este es el séptico CoV de origen

animal que afecta al humano (Sun, y otros, 2020).

El andlisis epidemioldgico determino que la transmision de persona a persona
se produce por contacto cercano, directamente por aerosoles, o indirectamente por
medio de fomites infectados y posterior contacto con las membranas mucosas orales,
nasales y oculares. Los principales sintomas iniciales de COVID-19 incluyen fiebre,
tos, dolor muscular y disnea, afectando por lo general mas severamente a personas
mayores 0 personas con enfermedades subyacentes, inmunodeprimidos. Para
confirmar el diagnéstico de covid-19 se realiza una prueba de PCR a tiempo real,

mediante hisopado nasofaringeo. (Sadeghi, Taati, & Satarzadeh, 2020)

Por el aumento de casos confirmado, el 30 de enero del 2020 la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) declaro epidemia, habiendo 9.692 casos en China y 90
mas en distintos paises. El 11 marzo, OMS caracterizo a la enfermedad como una
pandemia, el covid-19 se encuentra presente en mas de 215 paises, con mas de 160
millones de personas contagiadas, dejando a mas de 3.4 millones de muertos

alrededor del mundo (Sun, y otros, 2020).
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2.2.5. Taxonomia Roedores

Las especies de roedores sinantrépicos tienen diferentes caracteristicas fisicas
y comportamentales, pero al convivir con el ser humano, su alimentacion es similar, a
base de desechos o invaden propiedades en busca de alimento. El género Rattus
pertenecen a la familia Muridae del orden rodentia, con alrededor de 56 especies.
Dentro de este grupo de encuentran las Rattus rattus conocida como la rata negra y
la norvegicus también llamada rata noruega o de alcantarilla (Otto, Franklin, & Clifford,

2015).

La especie Rattus rattus migro desde Asia a Europa y las Américas, un roedor
delgado mide de 16 a 22 cm de longitud y su cola es mas larga que el cuerpo, con
una longitud de 17 a 24 cm, pesan hasta 350gr. Esta tiene 0jos grandes y prominentes,
el hocico es puntiagudo, las orejas son grandes, amplias. Tienen la capacidad de subir
arboles y a partes elevadas de edificaciones. Forman sus nidos en matorrales,

arboles, muebles y cielo rasos (MSP, 2012).

Por otro lado, la Rattus norvegicus llego a América desde Europa, también
llamada rata gris o de alcantarilla, tiene el cuerpo de mayor tamafio, de entre 17,2 y
27 cm, pero la cola es mas corta de la Rattus rattus, entre 14,9 y 23 cm, y pesa hasta
500gr. Anatébmicamente esta rata tiene los ojos pequefios, hocico redondo y orejas
mas pequefias que la Rattus rattus. EI comportamiento de estas ratas es mas
agresivo, causan mas dafios que las otras dos especies siendo de dificil manejo. Por
ello se cree que la R. norvegicus ha logrado desplazar a la RR de su territorio. Habitan
en ecosistemas rurales y urbanos, suele buscar lugares humedos como las

alcantarillas, debajo de edificaciones, zanjas entre otros lugares (Schweinfurth, 2020).
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Mientras que al contrario de las otras especies la Mus musculus es de mucho
menor tamano, es el ratbn comun o doméstico, con una longitud de 13 a 20cm y un
peso de 30gr, cola en los ratones adultos es alrededor de la mitad de su longitud.
Tiene o0jos negros pequefio, hocico puntiagudo y alargado, orejas grandes y

redondeadas. Esta especie habita en centros urbanos (Jaramillo, 2015).

2.2.6. Presencia de Roedores en Guayaquil

Los roedores se encuentran dispersos en todo el mundo, exceptuando la
Antartica. Ecuador es un pais con gran variedad de climas con cuatro regiones que
son la costa, sierra, oriente y region insular. Guayaquil se encuentra localizada en la
costa ecuatoriana, se caracteriza por tener un clima tropical ademas de altos
porcentajes de humedad. Ciudad que en su gran mayoria es llana, situado a 4
m.s.n.m., ambiente ideal para reproduccion de roedores. Compuesta por un total de
21 parroquias en su mayoria zonas urbanas, conl16 parroquias, y 5 parroquias rurales

(Pacheco & Marlene, 2016).

Los roedores son catalogados como plagas los cuales se encuentran presentes
en ciudades de todo el mundo, la carga es especialmente grave en los paises en
desarrollo y sus barrios marginales urbanos, como lo es Guayaquil (Vasquez, y otros,
2018). Estas areas tienden a experimentar fuertes infestaciones de ratas debido a que
la vivienda inadecuada, mala infraestructura sanitaria, como falta de alcantarillado y
agua potable contribuyen a la infestacion de estos sectores y aumentar el riesgo de
trasmision de patdgenos. Se infiere que alrededor de 30 a 50 millones de ratas se
reproducen al afio en Guayaquil, superando la cantidad de habitantes de la ciudad.
Se calcula que por cada habitante en Guayaquil hay de 25 a 30 roedores, por la gran

capacidad de reproduccion de estos roedores (El Universo, 2015). El municipio de la
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ciudad intenta controlar la poblacion de roedores, para que estos no causan dafos a
la comunidad. Un ejemplo es en el barrio Las Orquideas donde realizaron limpiezas
de un terreno vacio y 3 parques en mal estado que atraian roedores al sector. (El

Universo, 2021)

2.2.7. Importancia En La Salud Publica

Las enfermedades zoonoticas, es decir, infecciones transmitidas de animales
a personas, es una amenaza actual y creciente para la salud humana. Se estima que
mas del 75% de las enfermedades infecciosas emergentes son zoonotico. La estrecha
relacion que tiene el humano con los animales hace que sea mas facil la trasmision
de patdégenos entre los mismos. Por ejemplo, un estudio en las regiones de Asia y el
Pacifico identifico que enfermedades emergentes tenian 15 veces mas probabilidades
de surgir de la vida silvestre que son ecolégicamente asociados con las personas,

incluidas las ratas y los ratones, en comparacion con los que no (Rothenburger, 2017).

El coronavirus tiene importancia en la veterinaria debido a que afectan animales
domésticos como perros, gatos, vacas, cerdos, y gallinas, infectando las vias
respiratorias o el sistema entérico causando elevada morbilidad y mortalidad de estos
animales (Dhama, y otros, 2020). Los animales pueden desarrollar estas
enfermedades anteriormente mencionadas o actuar como reservorio ayudando a su
diseminacién, ya sea como hospederos intermedimeninarios o huéspedes naturales

(Gravinatti, Barbosa, Soares, & Gregori, 2020)

Hasta el momento, se han identificado siete coronavirus en humanos: HCoV-
229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV, MERS-CoV y el SARS-
CoV-2. Hasta ahora, siete coronavirus humanos tienen un origen zoonotico (Colina,

Serena, Echeverria, & Metz, 2020).Por ello la familia Coronaviridae ha demostrado su
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poder evolutivo, pudiendo mutar rapidamente, haciéndose mas contagioso y mortal.
Estudios realizados por (Cui, Li, & Shi, 2019) han detectado secuencias muy similares
a PEDV en murciélagos, y SADS-CoV es un desbordamiento reciente de murciélagos
a cerdos. Aunque hoy en dia los murciélagos han demostrado ser los mayores
reservorios de estos Alpha y Betacoronavirus, los coronavirus como HCoV-OC43 y
HCoV-HKU1 originados de roedores evolucionaron afectando a los humanos afos

atras (Cui, Li, & Shi, 2019).

Estudios sefialan que hay diversas similitudes entre los coronavirus de las ratas
y murciélagos, por lo que sugieren que los roedores podrian ser reservorio de estas
enfermedades. Los roedores se pueden contaminarse ingiriendo heces de
murciélagos, haciéndose portadores de la enfermedad y transmitirla con mayor
facilidad al humano y a otros animales. La mayoria de los coronavirus se han
identificado en murciélagos de Asia, Africa y Europa; sin embargo, también se ha
informado CoV en murciélagos de paises de América del Sur, incluidos Brasil,

Trinidad, Costa Rica, Ecuador, Panama y México (Bittar, y otros, 2019).

Existen algunos factores que contribuyen al establecimiento de poblaciones de
roedores sinantrépicos en los medios rurales y urbanos de la ciudad de Guayaquil.
Entre dichos factores tenemos la elevada cantidad de desechos organicos, poca
cantidad de depredadores de estas especies de roedores, edificaciones precarias en
mal estado o abandonadas. Estos animales forman partes del ciclo infeccioso de un
sinnumero de enfermedades zoondticas, actuando como hospederos intermediarios o
portando hospederos como los ectoparasitos que son vectores transmisores de

patogenos, por ello su importancia en la salud publica (Torres, 2017).
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Las especies de roedores sinantropicas de interés para la salud publica son la
Rattus rattus, Rattus norvegicus y Mus musculus (MSP, 2012).Los roedores tienen
una gran capacidad de adaptacion al entorno en que se encuentren, aumentando su
porcentaje de supervivencia, tienen una alta tasa de natalidad con alrededor de 6-14
crias por parto. Su tiempo de gestacion es corto, de tan solo 3 semanas, y por hembra

al afo tiene 5 camadas (Rothenburger, 2017).

Estos animales son considerados como plagas, por ser causantes de pérdidas
econdémicas, ecoldgicas y productivas, causando problemas a lo largo de los afios.
Las ratas estropean la comida, arrasan las cosechas, destruyen infraestructura
agricola, lo que contribuye a la inseguridad alimentaria y las pérdidas anuales de
alimentos suficientes para alimentar a millones de personas, y representan una
importante amenaza para las especies de interés para la conservacion (Rothenburger,

2017).

Ademas, las ratas son portadoras de una variedad de patdgenos zoonaGticos
virales, bacterianos y parasitarios que pueden causar graves enfermedades en las
personas. Contaminan al humano por medio directo, cuando la infeccion se da por
mordida o indirectamente por fémites, ingesta de alimentos contaminados por heces
u orina de la rata, o inhalando microorganismos de heces fecales (Salas, Beltran,
Carrefio, & Soler, 2017). Un claro ejemplo de la magnitud del dafio que pueden causar
estos animales a la salud humana, es la peste bubdnica, anteriormente mencionada,

gue se mato alrededor de 200 millones de personas en todo el mundo.

2.2.8. Deteccién de Covid-19 por PCR

La reaccidén cuantitativa en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica

diagnostica utilizada para el para amplificar y cuantificar el ADN. La prueba de PCR
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surgio cuando Gobind Khorana en 1971 describe como replicar un fragmento de ADN
a partir de dos iniciadores, sin embargo, fue hasta 1983 donde Kary Mullis y Michael
Smith la realizaron por primera vez. Esta técnica copia por catalisis secuencias cortas
de ADN diana in vitro, también llamados cebadores, gracias a la enzima llamada ADN
polimerasa. Estas secuencias se sintetizan y se copian para ser analizadas segun los
fines correspondientes. EI PCR es usado en el area de la salud y ciencias biologicas,
para detectar patbgenos como en este caso confirmar la presencia de CoV Alpha o
Beta, y de SARS-COV-2. Otros ejemplos de uso de PCR es en la expresion genética,

genaotificacion etc (Singh & Roy, 2016).

Esta técnica se realiza por ciclos, donde cada ciclo se compone de tres pasos
gue se repiten de 25-35 veces, tardando alrededor de 2-4h. El primer paso consiste
en la desnaturalizacion, donde se calienta a 96°C con el fin de separar las cadenas
de ADN, dando a lugar a las cadenas sencillas. El segundo, es el templado, donde se
baja la temperatura a 55-65°C para enfriar un poco a los cebadores y que asi estos
se unan a las secuencias complementarias. El Gltimo paso es el de extension, aqui se
calienta a 72°C para que la Taq polimerasa vaya a los cebadores y se formen nuevas
cadenas de ADN. Para evaluar el PCR se usa la electroforesis en gel, visualizando un

fragmento (Singh & Roy, 2016) .

En el estudio realizado por (Ge, y otros, Detection of alpha- and
betacoronaviruses in rodents from Yunnan, China, 2017) JAJAKA para ver Alpha y
betacoronavirus en 177 ratas realizaron una extraccion de ARN viral, se
homogeneizaron 50 mg de muestras de tejido intestinal utilizando 1 ml de PBS,
centrifugaron y se extrajo el sobrenadante de 140 pl utilizando el mini kit de ARN viral

QIAamp, utilizando primers o cebadores CytBF (5'-ATGATATGAAAAACCATCGTTG-
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3) y CytBR (5-TTTCCNTTTCTGGTTTACAAGAC-3 ). Se detectaron

Alphacoronavirus y Betacoronavirus en 23 muestras de roedores.

Lau, y otros, 2015 identificaron la presencia del Betacoronavirus HKU24 en
ratas noruegas, a partir de pruebas de PCR. Ellos amplificaron un fragmento de 440
pb del gen de la ARN polimerasa dependiente de ARN de CoVs usando cebadores
conservados (5-GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA- 3 ' y 5'-
CCATCATCAGATAGAATCATCATA-3 '). Los resultados del estudio mostraron que
una rata noruega y dos ratas domeésticas orientales de China, estaban infectadas por

ChRCoV HKU24.

2.3.Marco legal

En el Articulo 1 establecido por la Ley Orgéanica de Sanidad Agropecuaria, se
detalla que se pueden utilizar medidas para prevenir el asentamiento de plagas y
enfermedades que presenten un riesgo a otras especies de animales o plantas,
siempre teniendo en cuenta el bienestar animal. Ademas, en el Articulo 3 se sefalan
los principios de aplicacion de esta Ley, indicando que se pueden tomar medidas que
precautelen la salud de los humanos, animales y plantas atreves de medidas de

prevencion.

Detalla que se deben desarrollar programas de vigilancia epidemiol6gica
zoosanitaria para el control de enfermedades, segun el Articulo 10. Se sefala que se
deberia elaborar un catalogo sobre las plagas y enfermedades en animales segun el
Articulo 13, por ello uno de los objetivos de esta investigacion es identificar
taxonomicamente a los roedores de la ciudad de Guayaquil. Asi también indican que

se permite inspeccionar, examinar y tomar muestras de animales que puedan ser
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trasmisores de enfermedades establecido por el Articulo 16. (Ley Organica de

Sanidad Agropecuaria, 2017)
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3. Materiales y métodos

3.1.Enfoque de la investigacion

3.1.1. Tipo de investigacion

Se tratdé de un estudio transversal donde se colectaron y analizaron los datos
correspondientes. También se adjuntaron datos cualitativos en relacién a la muestra
gue obtuvimos. Ademas, esta investigacion tuvo un alcance exploratorio debido a que
el problema ha sido poco estudiado, donde se tomo por primera ocasion en el Ecuador

muestras de roedores para determinacion de CoV.

3.1.2. Lugar de estudio

Las capturas de los roedores fueron a conveniencia en 3 sectores de la ciudad,
en el centro, sur y en el norte. Posteriormente, con la colaboracién del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) se realiz6 la toma de muestra y

procesamientos de las mismas en sus laboratorios.

3.1.3. Disefio de investigacion

Es un estudio trasversal descriptivo no experimental, debido a que no tiene control
sobre las variables establecidas. Se levantd informacion a partir de la toma de
muestras de roedores sinantrépicos de la ciudad de Guayaquil, para poder determinar
la presencia de Alpha y Betacoronavirus. Ademas, se clasificaron taxonémicamente,

para establecer las especies de roedores en Guayaquil.
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3.2.Metodologia
3.2.1. Variable

3.2.2. Variable Dependiente
Variable Definicién Dimension Indicador Escala Tipo

Técnica

diagnostica Presencia o
Prueba N

utilizada parala gars.-cov-2 ausencia del Nominal Cuantitativa
RT-PCR o

de coronavirus

o Presencia o

Técnica
Prueba ) o ausencia del

diagnostica Pancoronavirus,
PCR N virus

utilizada para la - A|phacoronavirus Nominal ~Cuantitativa
punto _ o amplificacion

identificacion v Betacoronavirus
final _ sobre los

de coronavirus

400bp
3.2.1.2 Variable Independiente
Variable Definicion Dimensién Indicador Escala Tipo
Lugar de Se refiere a la Parque, calle, Cantidad de Nominal Cualitativa
captura posicion domicilio, roedores
geografica en mercado, entre capturados

donde capturo al

roedor

otros.



Ubicacion

geografica

Especie

Longitud de la

cola

Longitud del

cuerpo

Longitud de la

oreja

Color

Peso

Sexo

La zona en
donde se hizo la
captura del

roedor

Clasificacién
taxonémica del

roedor

Medicion de la

cola del roedor

Medicion de la

cuerpo del roedor

Medicién de la

oreja del roedor

Determinaciéon

del color

Peso en gramos

de los roedores

Se refiere al
género del

roedor

Norte, sur,

centro

Rattus rattus, R.
norvegicus y

Mus musculus

Cola

Cuerpo

Oreja

Gris, marron,

negruzco

Peso (gramos)

Macho - Hembra

Cantidad de
roedores

capturados

Numero de
roedores por

especie

Cantidad de
roedores

capturados

Cantidad de
roedores

capturados

Cantidad de
roedores

capturados

Cantidad de
roedores

capturados

Cantidad de
roedores

capturados

Porcentaje de
roedores
machos o

hembras

Nominal

Nominal

Continuas

Continuas

Continuas

Nominal

Continuas

Nominal
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Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cualitativa
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3.2.2. Universo y tamafo de la muestra

Estudios establecen que Guayaquil tiene una poblacion total de mas 50
millones de ratas (El Universo, 2015). Por ello, se colocaron 10 trampas de ratas en 3
sectores de Guayaquil, norte, centro y sur, dando un total de 30 trampas. Dichas
trampas se las mantuvo durante 45 dias. A pesar de saber el nimero de roedores en
Guayaquil esta poblacion es considerada infinita ya que es mayor a 10000. Calculando
un margen de precision del 9%, segun la formula descrita por Aguilar, 2005 da un total

de 119 roedores como tamafo de muestra.

Z2XpXq
R=T

_ (1,96 x0,5x0,5)

=11
0,092 9 muestras

n

Z=196 p=05 g=0,5 d=0,09

3.2.3. Recoleccién de datos

La informacién sobre los roedores capturados se recolecto para elaborar una

base de datos.

3.2.4. Recursos

Materiales bibliograficos

Articulos de revistas cientificas, libros, tesis, sitios web.
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Materiales clinicos

Equipo de proteccion personal que costa de bata quirdrgica, guantes de nitrilo,

mascarilla KN95, cofia, zapatones, algodén, marcadores, cinta de papel.

Materiales y equipos de laboratorio

Material de laboratorio: Pipeta automatica, tubo eppendorf de 15ml y 2ml,
centrifuga, congelador < 80, pipetas 1000 pl, puntas para pipeta, alcohol, cloro, papel,

morteros, esterilizador, vortex, cloroformo y cabina de flujo laminar.

Medios de transporte y reactivo: tubo tapa roja sin reactivo, tampon fosfato

salino (PBS), y Kit RT-PCR para detecciéon Coronavirus

3.2.5. Métodos y técnicas

Obtencién de medidas: una vez capturados los roedores se los sedo con
cloroformo para proceder a identificar medidas como la longitud de la cola, cuerpo y

orejas, ademas del peso, color, sexo y especie de roedor.

Metodologia laboratorio: La deteccién de Pan-CoV, refiriéndonos a Alfa y
Beta-coronavirus, se realizdé a través de la amplificacion por PCR punto final con
primers Forward: 5-GGKTGGGAYTAYCCKAARTG-3' 'y  Reverse: 5'-
TGYTGTSWRCARAAYTCRTG-3', y para la segunda PCR anidada se usaron los
primers Forward: 5-GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA-3' y Reverse: 5'-
CCATCATCAGATAGAATCATCAT-3' (D.K., y otros, 2011). La identificacion las
muestras fue a partir de amplicones en gel de agarosa de 1.5% por electroforesis,
considerandose positivos cuando amplifiguen mas de 400bp. Para SARS-CoV-2 se

realizd el diagnostico con la prueba de Reaccion de Cadena de la Polimerasa en
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tiempo real “RT PCR”, que es una técnica diagndéstica utilizada para amplificar y

cuantificar el ADN por medio de Primers y sondas de gen N1, N2 y RNasaP.

Los roedores fueron recolectados y sedados con cloroformo, con el fin de evitar
el sufrimiento del animal. Luego se lo peso y se realizé la necropsia. Para la extraccion
de ARN viral se tomaron muestras de traquea, pulmones, intestinos y riflones. Esta
muestra fue colocada en un tubo eppendorf de 15ml con 3ml de tapdn fosfato salino
(PBS) al 10%, esta solucién contiene cloruro sédico, fosfato sodico, cloruro de potasio
y fosfato de potasio. Esta solucion es utilizada para mantener las células en

condiciones fisiolégicas durante un periodo corto de tiempo.

Luego de la toma de muestra procedié a procesarla, este procedimiento se
realizé dentro de una cabina de flujo laminar, donde se las centrifugo, se las coloco
en un mortero y se maceraron todos los 6rganos para luego extraer el liquido con una
pipeta de 1000 ul y se los coloco en 2 tubos eppendorf de 2ml. Esta cabina tuvo como
funcién proporcionar aire limpio en el area de trabajo donde se procesen las muestras.
Luego las muestras se las colocaron en un congelador a menos 80 grados centigrados
hasta que fueron utilizadas para la posterior deteccion del virus por RT-PCR. A partir
de las muestras extraidas de ARN se procedié a someterlas por RT-gPCR para la
deteccién de SARS-CoV2 utilizando los kits comerciales certificados autorizados para
uso de emergencia de la FDA 2019-nCoV Nucleic Acid Diagnostic Kit (Sansure
Biotech, China), que incluye dos dianas de genes virales: N y ORF1lab. Las reacciones

de RT-gPCR se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para evitar la contaminacién de las muestras y para nuestra propia bioseguridad, se
establecieron protocolos de higiene y proteccion. Al realizar la necropsia se debia

tener la indumentaria adecuada que consiste en mandil quirdrgico descartable,
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mascarilla NK95, guantes, cofias y zapatones. Ademas, antes de comenzar la
necropsia se desinfectaba el area con yodo y alcohol. Posterior a la necropsia se
desechaban todos los restos bioldgicos y la indumentaria contaminada en fundas rojas

y se realizaba la correcta desinfeccion del &rea donde se realiz6 el procedimiento.

3.2.6. Analisis estadistico

Luego de la recoleccién de datos de los roedores y los resultados de las
pruebas de RT-PCR se determind presencia de Alphacoronavirus y Betacoronavirus
en las muestras y se representdé mediante técnicas estadisticas como medidas de
tendencia central, dispersion, tablas de frecuencia y gréficos de pasteles/barras de

Excel.
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4. Resultados

4.1. Identificacion taxonémica las especies de roedores sinantropicos que

circulan en la ciudad de Guayaquil

En este estudio se capturaron 119 roedores sinantropicos de la ciudad de
Guayaquil, a estos animales se los identific6 de acuerdo a sus caracteristicas para
determinar las especies de roedores que se encontraron. En la tabla 1 se puede observar
que la especie capturada con mayor porcentaje fueron las Rattus rattus con un 51.26%
(61/119), seqguido de las Rattus norvegicus con 42.86% (51/119), mientras que las Mus

musculus fueron la minoria con 5.88% (7/119).

Tabla 1. Especies de roedores sinantrépicos capturados

Especies Frec. Absoluta Frec. Relativa (%)
Rattus norvegicus 51 42.86 %
61 51.26 %
Rattus rattus
7 5.88 %
Mus musculus.
Total 119 100 %

Mera, 2022

Del total de roedores capturados se identifico la cantidad de hembras y machos
gue se obtuvieron en el trabajo de campo. Como se observa en la tabla 2 los machos
fueron capturados en mayor cantidad con un 54.62% (65/119) mientras que el 45.38%

(54/119) eran hembras.
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Tabla 2. Frecuencia de Sexo de los roedores sinantropicos

Sexo Frec. Absoluta Frec. Relativa (%)
Machos 65 54.62 %
Hembras 54 45.38 %
Total 119 100 %
Mera, 2022

Se obtuvieron valores de tendencia central del peso en gramos, longitud del
cuerpo, longitud de cola y longitud de orejas en centimetros de cada uno de los roedores
por especies. En la tabla 3 se muestra que la media de los pesos de los roedores
correspondiente a la especie de Mus musculus estuvo en 27.75 g, el peso minimo fue de
4.3 g, el maximo de 25 g, la varianza de 7.18 y la desviacion estandar de 26.8 g. De igual
manera en el largo del cuerpo la media fue de 9 cm, la mediana de 10 cm, la minima tuvo
5 cm y maximo de 14 cm, el que mas se repitio fue de 5 cm. En la longitud de la cola la
media estuvo en 10.4 cm, la mediana en 11 cm, el minimo en 5 cm, el méximo en 22 cm,
la moda fue 5 cm, la varianza de 32.1 y la desviacion estandar de 5.7 cm. Por ultimo, la
longitud de las orejas se determind que la media y mediana es de 1 cm, el valor minimo
fue de 0.5 cm, el méximo de 2.5 cm, la moda fue de 1 cm, la varianza de 0.4 y la
desviacion estandar de 0.7 cm. De igual forma se puede observar en la tabla 4 y 5 los

valores de tendencia central de Rattus norvegicus y Rattus rattus respectivamente.
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Tabla 3. Valores de tendencia central de Mus musculus

Desviacién
Variable Media Mediana Minimo Maximo Moda Varianza
Estandar
Peso (g) 27,75 25 4,33 85 #N/A 718,4 26,8
Largo del
9,00 10 5 14 5 14,3 3,8
cuerpo (cm)
Largo de cola
10,14 11 5 22 5 32,1 57
(cm)
Largo de
1,00 1 0,5 2,5 1 0,4 0,7
orejas (cm)
Tabla 4. Valores de tendencia central de Rattus norvegicus
Variable Media Mediana Minimo Mé&ximo Moda Varianza Desviacion
Estandar
Peso (g) 146,25 143 33 380 300 6853,6 82,8
Largo del 18,47 18 11 45 20 40,2 6,3
cuerpo (cm)
Largo de cola 14,87 15,5 5 23 10 15,2 3,9
(cm)
Largo de 1,47 1,5 1 2,5 15 0,2 0,4

orejas (cm)
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Tabla 5. Valores de tendencia central de Rattus Rattus

Desviacion
Variable Media Mediana Minimo Maximo Moda Varianza
Estandar
Peso (g) 130,80 130,6 12 380 150 3543,7 59,5
Largo del
16,45 17 8 24 18 12,1 3,5
cuerpo (cm)
Largo de cola
17,96 19 8,6 23 19 11,2 3,3
(cm)
Largo de
1,83 2 0,8 2.7 2 0,2 0,4
orejas (cm)
Mera, 2022

Asi mismo se determind el color de los roedores por categorias donde presentaban
café oscuro en la parte del dorso y color blanca-amarillenta en la parte ventral (CO/B),
café claro en la parte del dorso y color blanco en la parte ventral (CC/B), o totalmente gris
(G). En latabla 6 se puede observar que el color mas habitual en los roedores fue el CC/B
con un 51.26% (61/119), seguido de CO/B con 42.86% (51/119), mientras que el G solo

obtuvo un 5.88% (7/119).

Tabla 6. Frecuencia de Color de los roedores sinantrépicos

Color Frec. Absoluta Frec. Relativa (%)
B 42.86 %
CO/ 51 86 %
0,
CC/B 61 °1.26 %
5.88 %

G 7
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Total 119 100 %

Mera, 2022
La captura de los roedores se dio en torno a la ciudad de Guayaquil, en alrededor
de 20 sectores distintos, con el fin de obtener muestras de distintas zonas. Se
recolectaron roedores de 8 lugares del Sur, 7 lugares del Norte y 5 del centro, en los que
hubo mas prevalencia captura de roedores fueron Bastion Popular con 25.2% (30), El

Guasmo con 10% (12), Suburbio y El Fortin con 7.6% (9) y Los Sauces con 5.9% (7).

Tabla 7. Ubicacion de la captura de los roedores sinantrépicos

Sector Uifgaeonge Namero ds Roedores gl
(%)
Sur Suburbio 9 7,6
Norte Mapasingue 5 4,2
Norte El Fortin 9 7,6
Sur Trinitaria 4 3,4
Sur Guasmo 12 10,1
Norte Bastion Popular 30 25,2
Centro La Bahia 2 1,7
Sur La Pradera 3 2,5
Sur Portete 1 0,8
Centro Pedro Carbo 4 3,4
Norte Sauces 7 59
Centro La Ferroviaria 3 2,5
Sur La Floresta 5 4,2

Norte Samanes 5 42
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Norte La FAE 5 4,2

sur Avenida.25 De 4 3.4
Julio

Centro 9 de Octubre 5 4,2
Norte Juan Montalvo 2 1,7

Centro Urdaneta 3 2,5
Sur El Centenario 1 0,8

Total 119 100%

Mera, 2022

En cuanto al lugar de captura, se determinaron 4 especificamente, que fueron casa
(intradomicilaria), calle (lugar abierto), mercado y parques. De los cuales el mayor
porcentaje de captura se dio intradomicilaria con 75,4%, seguido de en calles con 21.8%,

el parque y el mercado con 5% y 1.7% respectivamente.

Tabla 8. Lugar de la captura de los roedores sinantrépicos

NUumero de Roedores Frec. Relativa
Lugar de Captura
Capturados

Calle 26 21,8

Casa 85 71,4
Parque 6 50
Mercado 2 1,7

Total 119 100%

Mera, 2022
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4.2. Presencia de SARS-Cov-2 en roedores a Guayaquil

De las 119 muestras, se detecto SARS-CoV2 en el 1.7% (2), la SC-045 y SC-084,
dando positivas al gen N1 con CT de 39.41 y 35.42 respectivamente. La SC-045 era una
Rattus rattus, macho, que fue atrapada en una zona abierta en el Sur en la avenida 25
de julio a las afueras del Mall del Sur de la ciudad de Guayaquil, mientras que la SC-084
fue una Rattus norvegicus, hembra que fue capturada en area intradomicilaria en el Norte

en Los Sauces.

Tabla 9. Identificacion de roedores positivos a SARS-CoV-2

Especie Sexo Color Peso Ubicacion Localizacion CT N1
RR Macho CO/B 120 Lugar Abierto  Av. 25 de Julio 39,41
RN Hembra CC/B 90 Intradomicilaria Sauces 35,42

RR: Rattus rattus; RN: Rattus norvegicus

Mera, 2022

4.3. Presenciade los géneros Alfay Betacoronavirus en roedores

Para la deteccibn de Alpha y betacoronavirus se utilizaron primers de
Pancoronavirus, y la identificacion se estas muestras se dieron a partir de amplicones en
gel de agarosa de 1.5% por electroforesis, considerdndose positivos cuando se
observaban amplicones de mas de 400bp. De todas las muestras analizadas el 12.6%
(15/119) fueron positivas a PCR punto final, de las cuales Mus musculus (1/7), Rattus
rattus (7/61), y Rattus norvegicus (7/57), con 7 hembras y 8 machos positivos. El lugar

de donde procedian mas roedores positivos fue el area de El Fortin, que obtuvo el 20%
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(3/15), seguido de 9 de Octubre y Los Sauces con 13.3% (2/15) cada uno, el resto de
sectores obtuvieron solo el 6.7% (1/15). Ademas, la mayoria de positivos se habian
capturado de forma intradomicilaria, con el 53.3% (8/15), y el resto fueron capturados en
lugares abiertos como calles. Del total de roedores positivos a Pancoronavirus, el 46.6%
pertenecian a lugares del Norte, mientras que el centro y el sur tuvieron el 26.6% cada

uno.

Tabla 10. NUmero de muestras positivas a Pancoronavirus (Género Alfa y Beta

coronavirus)

Muestras Frec. Absoluta Frec. Relativa

Positivas 15 12.6 %

Negativas 104 87.4%
Total 119 100 %

Tabla 11. Roedores positivos a Pancoronavirus (Género Alfay Beta coronavirus)

Ubicacién Sector Localizacion Especie Sexo
Casa Norte El Fortin MM Macho
Casa Norte El Fortin RN Hembra
Calle Norte Los Sauces RN Macho
Casa Norte El Fortin RR Macho

Calle Norte Los Sauces RN Hembra




50

Casa

Calle

Calle

Casa

Calle

Casa

Calle

Calle

Casa

Casa

Centro

Sur

Centro

Norte

Sur

Sur

Sur

Centro

Norte

Centro

Pedro Carbo
Suburbio
La Ferroviaria
Samanes
Av 25 de Julio
Guasmo
La Pradera
9 de octubre
Bastion Popular

9 de octubre

RR

RR

RR

RR

RR

RN

RR

RN

RN

RN

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Macho

Macho

Macho

Macho

Hembra

Hembra

MM: Mus musculus; RR: Rattus rattus; RN: Rattus norvergicus

Mera, 2022
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5. Discusioén

En este estudio se capturaron 119 roedores sinantrépicos de la ciudad de
Guayaquil, las especies de roedores que se encontraron fueron Rattus rattus con un
51.26% (61/119), seqguido de las Rattus norvegicus con 42.86% (51/119), mientras que
las Mus musculus fueron la minoria con 5.88% (7/119). Sin embargo, Sol6rzano,
Sanchez, Sanchez, & Pizarro 2021, realizaron capturas de 211 ratas en cinco provincias
del Ecuador de las cuales el 90.5% eran Rattus norvegicus y el 9.5% eran Rattus rattus,
siendo porcentajes muy diferente al obtenido en nuestro estudio. La diferencia de
porcentaje de cada especie que encontraron se la podemos atribuir a que, en el estudio
de Solérzano, Sanchez, Sanchez, & Pizarro 2021, recolectaron roedores de areas
urebanas y rurales de 5 provincias como lo son Guayas, Santa Elena, Los Rios, Napo
y Cafar, siendo zonas con topografia y demografia totalmente distintas, a diferencia de

nosotros que nos mantuvimos mas en areas urbanas de la ciudad de Guayaquil.

Esta es la primera investigacidén que busca identificar la presencia de SARS-CoV-
2 en roedores sinantropicos, para evaluar la exposicion que tuvieron al virus. Los
resultados de esta investigacion difieren con el estudio realizado en Bélgica por Colombo,
y otros, 2021, que realizaron RT-PCR para detectar SARS-CoV-2 a partir de hisopados
orales, heces y tejidos de Rattus norvegicus, pero todas las ratas dieron negativo. Sin
embargo, en este estudio, se detecté SARS-CoV-2 en el 1.7% (2/119) de los roedores
analizados, concluyendo que los roedores de Guayaquil si estuvieron expuestos al virus
siendo capaces de contraer el mismo. A pesar de haber replicado en el gen N1, los
valores de Ct fueron de 39.41 y 35.42, estos valores altos de Ct lo que nos podria indicar

que el sistema inmune de estos animales infectados no esta dejando que se replique el
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virus, a diferencia de como lo hace con facilidad en las personas, por ende, se puede
determinar que los roedores tenian cargas virales minimas por lo que no pueden
contaminar a otros animales. Podemos inferir que, debido a los malos habitos de los
habitantes de la ciudad, como lo es botar la basura a la calle, dejar restos de alimentos
expuestos a roedores y a la gran cantidad de infectados que presento Guayaquil favorecié

a la exposicion y contagio de SARS-CoV-2 a ciertos roedores de la ciudad.

De igual forma, ya se ha demostrado en otros paises la presencia de coronavirus
en roedores a partir de la técnica de PCR, como Ge, y otros, 2017, que realizaron una
investigacién con 177 muestras intestinales en 3 especies de roedores en China, de los
cuales el 13% (23/117) dieron positivo para Alphacoronavirus y betacoronavirus
Apodemus chevrieri (21/98), Eothenomys fidelis (1/62), and Apodemus ilex (1/17).
Nuestra investigacion obtuvo porcentajes similares ya que en Guayaquil se identificé que
el 12.6% (15/119) roedores dieron positivo Mus musculus (1/7), Rattus rattus (7/61),
Rattus norvegicus (7/57) a Pancoronavirus indicando la presencia de algun
Alphacoronavirus o betacoronavirus. Los dos estudios tuvieron una metodologia muy
similar excepto que ellos solo recolectaron intestinos, pero en este estudio las muestras
eran apartir de traque, pulmaon, intestino y rifiones, para asi tener mas confiabilidad de en
gué 6érgano diana podria encontrarse el virus. En ambos estudios se realiz6 PCR punto

final indicando positivo cuando amplificaba sobre los 400bp.

Se evidencié lo mismo en el estudio de Monastiri, y otros, 2021, donde analizaron
260 muestras de roedores del genero Mus musculus, Rattus rattus y Rattus norvegicus
en las Islas Canarias para la identificacion de pan-coronavirus. Ellos obtuvieron 21

(8.07%) roedores Mus musculus positivos a coronavirus, sin embargo, observaron que
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de ninguna Rattus rattus o Rattus norvegicus se pudo obtener ARN de coronavirus. No
obstante, en nuestra investigacion paso lo contrario puesto que la mayoria de muestras
positivas provenian de Rattus rattus (7/61), y Rattus norvegicus (7/57), y solo se encontré
en un Mus musculus el ARN de coronavirus. Esto podria deberse a que en la ciudad de
Guayaquil existe una mayor cantidad de Rattus rattus y Rattus norvegicus, estos
roedores se han adaptado mucho al entorno que les hemos ofrecido, por lo que estan
mucho mas en cercano con el ser humano contribuyendo a su contagio, a diferencia del

otro estudio donde solo lograron capturar 1 Rattus norvegicus.

Otra investigacion realizada por Tsoleridis, y otros, 2015, recolectaron 813
muestras de roedores en un periodo 7 afios, areas rurales y urbanas, ellos demostraron
la presencia de CoV en 5 Rattus norvegicus del Reino unido a partir de la técnica de PCR.
Luego realizaron un andlisis filogenético donde se determiné que los CoV provenian del
genero Alphacoronavirus. Sin embargo, en nuestro estudio se obtuvo un mayor
porcentaje de positivo a CoV, esto nuevamente se puede deber a la alta cantidad de
roedores que existen en la ciudad, al alto grado de acercamiento que presentan con el
humano aumentando las probabilidades de co-infecciones entre roedores y del humano
al roedor. Con estos estudios se ha comprobado que los roedores son portadores de
distintos géneros de coronavirus, Alpha y betacoronavirus, y que inclusive hoy en dia se

pueden contaminar el SARS-CoV-2.
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6. Conclusiones

Se determin6 que la mayoria de especies de roedores sinantrépicos fueron las
Rattus rattus con un 51.26% (61/119), seguido de las Rattus norvegicus con 42.86%
(51/119), mientras que las Mus musculus fueron la minoria con 5.88% (7/119). Por otro
lado se observé que en Guayaquil, Ecuador si existe prevalencia del 1.7% de las
muestras positivas para SARS-CoV-2. Esto se podria atribuir a que el pais tiene un
habitad idoneo para roedores y una alta tasa de contagio de coronavirus entre personas
causo que se dé un salto de barreras entre especies y que el coronavirus pudiera ser
hallado en los roedores de la ciudad, sin embargo, los valores de Ct fueron altos por lo
gue se determina que el roedor no puede infectar a otros animales o al humano. Ademas,
se confirmé que los roedores no solo son portadores de SARS-CoV-2, sino que también
que el 12.6% (15/119) roedores dieron positivo a Pancoronavirus indicando que

presentan algun genero tanto Alpha como Beta coronavirus.
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7. Recomendaciones

Hoy en dia existen muy pocas investigaciones sobre este tema, por lo que el pais
debe seguir realizando estudios para conocer el género especifico que porta cada roedor
que sali6 positivo a Pancoronavirus. Ademas, debido a que se confirmd que si existe un
contagio de SARS-CoV-2 a roedores se recomienda seguir investigaciones tanto en
Guayaquil como en otras ciudades del pais para determinar las nuevas cepas de SARS-
CoV-2 podrian aumentar o disminuir la incidencia de contagio a roedores. De igual forma
el pais deberia realizar estudios con otras especies, para conocer mejor que animales
pueden ser portadores de SARS-CoV-2. Ademds, se sugiere efectuar estudios

taxondmicos de roedores en otras ciudades del pais para conocer mejor su distribucion.
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9 Anexos

9.1 Anexo 1. Grafico de especies de roedores

Mera, 2022

Especies de roedores capturados

Mus musculus.; 7; 6%

Rattus norvegicus;
51;43%

Rattus rattus; 61;
51%

= Rattus norvegicus = Rattus rattus = Mus musculus.

9.2. Anexo 2. Gréfico de resultados SARS-CoV-2

Mera, 2022

SARS-CoV-2

m2: 2%

117; 98%

= Positivo  Negativo



9.3. Anexo 3. Gréfico de resultados pancoronavirus

Alphacoronavirus y Betacoronavirus

Positivos; 15; 13%

Negativos; 104;
87%

Positivos ®Negativos

Mera, 2022

9.4. Anexo 4. Imagen identificacion del lugar y colocacién de jaulas
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9.5. Anexo 5. Imagen Personal de laboratorio para proyecto SARS

Mera, 2022

9.6. Anexo 6. Imagen del laboratorio area de necropsia
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9.7. Anexo 7. Imagen Roedores en jaulas antes de la necropsia
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9.8. Anexo 8. Imagen Muestras recolectadas de la necropsia
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9.9. Anexo 9. Imagen Extraccion de ARN de muestras recolectadas

Mera, 2022

9.10. Anexo 10. Imagen amplicones Pancoronavirus ratas

INSPI, 2022
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9.11. Anexo 11. Cronograma de actividades
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