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Resumen

En la actualidad existen varios brotes importantes de enfermedades de
transmision zoonotica que involucran a los murciélagos, estos pertenecen al
grupo de mamiferos ampliamente distribuidos a nivel mundial, en Ecuador
existen aproximadamente 173 especies, pero no se descarta descubrir mas con
el pasar de los afios, de alli partimos con la gran necesidad de conocer mas sobre
estos mamiferos, en este estudio mediante la captura de murciélagos empleando
redes de nieblas y manteniendo el bienestar animal. Se obtuvo una diversidad
del 12% del total de especies de Ecuador en 10 zonas establecidas de captura,
logrando registrar 19 especies diferentes en la provincia del Guayas clasificando
a cada animal de acuerdo a su género y especie en base a manual de tirira , en
su mayoria se encontraron 37,8% Molossus molossus (45/119) y 11,7%
Desmodus rotundus (14/119) ambas especies con caracteristicas diferentes
tanto en su alimentacién, comportamiento y efecto para el ecosistema, por ultimo
se obtuvo un 7% (9/119) de animales positivos a la ampliacion de genes mediante
PCR anidada punto final correspondientes a Pancoronavirus (alfa y beta), siendo
este el primer estudio de este tipo ejecutado a nivel nacional, dandole paso a la
confirmaciéon del papel del murciélago como reservorio de enfermedades en el

pais.

Palabras claves: Alfa coronavirus, Beta CORONAVIRUS, Ecosistema,
Pancoronavirus, PCR, Zoondtica.
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1. Introduccion.

La familia de coronavirus logra su diferenciaciéon en cuatro géneros, de los
cuales dos de ellos estan asociados a enfermedades zoonaticas como lo son alfa
y beta provocando diversidad de sintomas desde un simple resfriado hasta
complejos neumonicos mas graves como el Sindrome respiratorio de Oriente
Medio MERS-CoV, Sindrome respiratorio agudo severo 1 SARS-CoV 1 y
Sindrome respiratorio agudo severo SARS-CoV 2 (Drexler, Corman, & Drosten ,

2020) .

Guerrero (2020) indica que los coronavirus corresponden a virus envueltos de
ARN monocatenario, el nombre “corona” se debe a sus proyecciones
estructurales presentes en la superficie compuestas de glucoproteinas asociadas
a la membrana, proteina S encargada de union y fusion de membrana y proteina
M que promueven la curvatura de la membrana. Desde finales de 1930 se han
logrado aislar coronavirus en animales como perros, gatos, cerdos, camellos,
aves y principalmente murciélagos los cuales pueden llegar a causar patologias
respiratorias, gastrointestinales, reproductivas, neuroldgicas o hepdticas, con
una morbilidad y mortalidad variable y una facil capacidad de mutacién (Omatsu,

Watanabe, & Akas, 2017).

CoV corresponde a uno de los grupos mas grandes virus que pertenecen al
orden Nidovirales, se clasifica en cuatro géneros: alfa coronavirus, beta
coronavirus, Gamma coronavirus y Delta coronavirus (Al-Wazzah & Al-Osalil,

2017).
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1.1 Antecedentes del problema.

Alfa coronavirus y Beta coronavirus hasta el momento se han detectado en
murciélagos de diferentes especies en Asia, Africa, América del Norte, América
del Sur y Oceania dejando en claro una amplia y facil distribucién. Se conoce
también que las especies Rhinolophus sinicus y Rhinolophus affinis o también
llamados murciélagos herradura son las especies en las cuales se han
encontrado mayores particulas virales correspondientes a Coronavirus (Wong ,

Li, Lau , & Woo, 2020).

El principal régimen de alimentacion de cada especie nos permite establecer
categorias independientes como insectivoros, frugivoros, nectarivoros,
carnivoros, piscivoros y hemato6fagos, se conoce que los murciélagos estan muy
extendidos en &reas urbanas y por ello pueden llegar a entrar en contacto
cercano tanto con animales domésticos como con humanos, se cree también que
debido a ciertos aspectos como su elevada longevidad, su capacidad de hibernar
y Su resistencia a ciertos microorganismos convierten a estos mamiferos en

excelentes hospedadores para agentes infecciosos ( Allocati, y otros, 2020).

Entre los virus mas conocidos transmitidos por murciélagos se encuentran,
MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV 2, estableciendo a los murciélagos como
un reservorio primario por casi un 96% de similitud a nivel del genoma, basado
en la caracterizacion molecular de alfa y beta coronavirus (Al-Wazzah & Al-Osail,

2017).

En el 2012 se detecto por primera vez MERS-CoV en Arabia Saudita, con una
mortalidad del 35% de los casos detectados, desde alli se ha secuenciado este

virus, una evidencia especifica que vinculé a MERS con murciélagos fue a partir
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de la amplificacion de un fragmento de ARN en un sedimento fecal de la especie

Emballonuridae, especie insectivora (Mackay & Arden, 2015).

Desde la aparicion de MERS-CoV han continuado investigaciones
encontrando mas beta coronavirus en varios murciélagos Vespertilionidae, en los
altimos 14 afios, se ha descubierto que los murciélagos son hospedadores de al
menos 30 coronavirus con secuencias gendmicas completas disponibles

(Zheng,2020).

En un estudio llevado a cabo en el 2017 por la universidad de Columbia, se
tomaron 19192 muestras entre murciélagos, roedores, primates ho humanos y
humanos, en los cuales se identificaron aproximadamente 100 coronavirus
diferentes, encontrando al menos que el 98% de los animales albergaban CoV,
concluyeron también que la diversidad de coronavirus se asemeja con la
diversidad de murciélagos, lo que sugiere que los coronavirus evolucionaron o se

adaptaron (Columbia University's Mailman School of Public Health, 2017).

La atencion a la alta diversidad de CoV que albergan los murciélagos ha
aumentado durante la ultima década debido al alto niamero de infecciones
humanas causadas por dos Beta CoV zoonoticos, SARS-CoV y MERS-CoV, pero
es de importante no excluir a Alfa CoV debido que aunque no es zoondtica
continta afectando a otras especies. El analisis filogenético realizado en cepas
de CoV de murciélago revel6 su correlacion evolutiva con cepas humanas, lo que
sugiere su origen en murciélagos, el genoma se caracteriza por una alta
frecuencia de mutaciones y eventos de recombinacién, aumentando su
capacidad para cambiar de hospedador y su potencial zoonético (Wu, Wu, Qun,

& Zhicong , 2020).
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1.2 Planteamiento y formulacion del problema.

1.2.1 Planteamiento del problema.

Para diciembre de 2019 en China Hubei se informé un brote de neumonia
desconocida, posteriormente se identific6 como SARS-CoV-2 2, perteneciente a
beta coronavirus, es el séptimo coronavirus que se sabe que infecta a los
humanos logrando causar una enfermedad grave a nivel respiratorio
determinando su relacibn con 96,3% con el coronavirus encontrado en
murciélagos, ocasionando una pandemia mundial que hasta abril de 2020
alcanzaba méas de 200 paises, con mas de 1.700.000 casos humanos
confirmados y 111.600 muertes, reafirmando el papel importante de los
murciélagos en brotes de coronavirus. Al ser un nuevo coronavirus de origen
zoonotico es de gran importancia el conocer el rol que desempefia tanto alfa y
beta coronavirus en los murciélagos como reservorio, en las diferentes especies
que puede llegar a afectar y con su relacion en el ambiente (Helmy, Fawzy ,

Elaswad, Kenney, & Shehata , 2020).

1.2.2 Formulacién del problema.
¢ Es posible detectar alfa y beta coronavirus en murciélagos de la provincia del

Guayas?

¢Existe una relacién en los murciélagos como reservorio de alfa y beta

coronavirus?
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1.3 Justificacion del problema.

En la actualidad no existen suficientes estudios que permitan conocer mas
sobre Alfa y Beta coronavirus de murciélagos en Ecuador o en América latina en
general, por ello esta falta de informacion en un pais rico en diversidad de
especies de murciélagos revela a su vez un vacio epidemioldgico que tiene la
necesidad de ser cubierto con mas estudios como este, que logre comprender a
futuro el papel de alfa y beta en la salud animal y humana, en la regién y en el

mundo (Gonzélez, 2018).

Santilan y Palacios (2020) mencionan que Ecuador corresponde al segundo
pais en Sudamérica con el mayor nimero de contagios de SARS CoV 2, segln
The New York Times la cantidad de fallecidos en Ecuador correspondian a 7600
en el periodo del 1 de marzo al 15 de abril, conociendo estos detalles es
importante considerar la elevada morbilidad y mortalidad que va ligada con un
coronavirus y la susceptibilidad de una sola especie ante este virus, Ecuador en
la actualidad alberga un aproximadamente 176 especies de murciélagos por ello
la diseminacién de este virus es aun mas importante si consideramos al

murciélago como un reservorio (Wang, Wang, Ye, & Liu, 2020).

En un estudio por Christian Drosten, se ejecutd un protocolo de deteccion de
SARS-CoV 2 en el cual se encontr6 una marcada diversidad de coronavirus en
murciélagos neotropicales presentes en Panamay Brasil, de las 1868 muestras
colectadas 26 especies correspondian a murciélagos también presentes en
Ecuador de acuerdo al manual de Tirira, de alli nace la necesidad de conocer la
diversidad de coronavirus en Ecuador para poder determinar un posible riesgo

en brotes zoonoticos a futuro (Diaz, 2020)
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1.4 Delimitacion de la investigacion.

Espacio provincia del Guayas.
Tiempo 8 semanas post sustentacion.

Poblacidon diferentes especies de murciélagos de la provincia del Guayas.

1.5 Objetivo general.
Detectar alfa y beta coronavirus en murciélagos de la provincia del Guayas

2020-2021.

1.6 Objetivo especifico.
- ldentificar taxondmicamente por diversidades de especies de murciélagos

que circulan en la provincia del Guayas.

- Caracterizar a las distintas especies de murciélagos y la relacién ecologica

con su entorno.

- Establecer beta y alfa coronavirus a través de pruebas particulares.

1.7 Hipotesis.
Existe la presencia de alfa y beta coronavirus en las diferentes especies de

murciélagos presentes en la provincia del Guayas.
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2. Marco Tebrico.

2.1 Estado del arte
2.1.1 Coronavirus.

Valitutto, y otros (2020) detectaron cuatro alfa coronavirus PREDICT _CoV-35,
47,82y 90y tres betacoronavirus PREDICT CoV-92, 93 y 96, de estos solo el
alfacoronavirus PREDICT_CoV-35 se conocia anteriormente. Las muestras de
guano representaron la mayoria de los positivos, lo que sugiere una ruta de
transmision importante para la eliminacion de CoV de los murciélagos, en este
estudio capturaron y muestrearon un total de 464 murciélagos que representan
al menos 11 especies de ocho géneros y seis familias, analizando un total de 759
muestras, entre ellas 464 fueron hisopos orales, 140 hisopos rectales, 155
muestras de guano, de estas muestras 48 fueron positivas: 1 hisopo oral , 7

hisopos rectales de 7 murciélagos diferentes y 40 muestras de guano agrupadas.

Anis, y otros, (2021) evaluaron la presencia de SARS-CoV-2 en el guano de
murciélagos silvestres de América del Norte debido a que tienen una alta
mutacion de CoV, para ello recolectaron 20 muestras de guano de murciélagos
aparentemente sanos procedentes de un centro de rehabilitacion previo a
liberacion, posterior a la recoleccion las muestras se almacenaron para realizar
PCR-RT, como resultado todas las muestras salieron negativas, obteniendo asi

que al menos las 20 muestras de estos murciélagos no contenian SARS CoV 2.

Perliman & Dandekar (2005) mencionan que SARS-CoV posee una similitud
genética del 92% a 94% de virus encontrado en murciélagos, el estudio se llevé
a cabo con el andlisis de sangre, excrementos, muestras respiratorias de mas de

400 murciélagos de diferente area de China concluyendo que estos poseian



20

anticuerpos del virus. Los datos de la secuencia mostraron que la identidad
genomica promedio del virus similar es de aproximadamente 87 a 92% (Zhengli

& Zhihong , 2008).

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Murciélagos.

Los murciélagos son mamiferos pertenecientes al orden Chiroptera, es el
segundo orden de mayor diversidad de todos los mamiferos después de los
roedores, ocupan todo tipo de habitats y regiones exceptuando la Antértica, en
Ecuador, los quirépteros son el grupo mas diverso de mamiferos, conformado por
176 especies, distribuidas y registradas en todo el territorio ecuatoriano,
incluyendo las islas Galdpagos y los altos paramos, hasta cerca de los 4.500 m

de altitud (Martinez & Velazques, 2019).

La estructura anatomica de los murciélagos corresponde a dos alas con una
membrana conocida como patagio, en las orejas poseen una prominencia
llamada antitrago, la cola es un apéndice caudal con un desarrollo que varia de
acuerdo con la especie por ello puede o no estar presente, el hocico puede ser
largo, delgado, corto o0 ancho y esto va relacionado a la alimentacién (Maryland

Deparments, 2019).

La hoja nasal es un apéndice cutdneo caracteristico de la familia
Phyllostomidae, ademas pueden presentar verrugas o papilas con una diferente

posicion, forma o cantidad de numeros (Maryland Deparments, 2019).
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2.2.3 Estructura de coronavirus.

Los coronavirus estan compuestos por una envoltura de lipoproteina, con una
sola hebra de ARN que no estad segmentada, de forma esférica con un tamafo
de 120 a 160 nm de didmetro compuesto por cuatro proteinas estructurales.
Glicoproteina S o spike consiste en espiculas de 16 a 21 nm correspondientes a
la membrana externa encargada de determinar el tropismo del virus,
favoreciendo la fusién de la membrana del virus con la porcion de la célula ,
proteina E ensambla y libera el virus, constituye en un factor de virulencia,
mientras que la proteina M es una glicoproteina encargada de darle la forma
esférica al virus permitiendo que esta se una a la nucleocédpside compuesta de

proteina N (Castillo, 2016).

En 2012 se presentd el sindrome respiratorio de Oriente medio conocido
también como MERS-CoV, se informd por primera vez en peninsula ardbiga
asociando la enfermedad al murciélago Taphozous perforatus, el cual fue
considerado como reservorio natural, la presentacion clinica es variada, abarca
escalofrios, rigidez, mialgias fatiga y tos en un 87% de los pacientes, mientras
que en un 35% se informaban sintomas gastrointestinales, que incluian nauseas,

vomitos, diarrea y dolor abdominal (Huynh, y otros, 2020).

Drexler, Corman, & Drosten , (2020) informé que SARS y MERS-CoV se
transmitian desde el huésped principal murciélagos a las civetas de las palmas o
los dromedarios, respectivamente, y finalmente a los humanos, tanto el SARS
como el MERS-CoV fueron y son altamente patégenos, lo que resulté en 8096 y
2519 casos humanos, con una tasa de mortalidad del 9,6% y el 34,3% en 2003-

2004 y 2012, después de la epidemia de SARS, hasta diciembre de 2008, se
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agregaron coronavirus con genomas completos secuenciados, estos incluyen
dos coronavirus humanos, diez coronavirus de mamiferos, coronavirus equino y
coronavirus de ballena beluga y cuatro coronavirus aviares (Woo, Lau, Yi, &

Yuen, 2009)

Segun el analisis filogenético, el SARS CoV 2 comparte un 96,3%, 89% y 82%
de similitud de nucleotidos con murciélago CoV RaTG13, Sars-like CoV ZXC21y
SARS CoV, respectivamente, lo que confirma su origen zoonotico, por lo tanto,
se puede suponer que el virus provino originalmente de los murciélagos y se ha
transmitido con el tiempo a otros huéspedes animales y, en Ultima instancia, a
los humanos, por ello se considera importante el fomentar investigaciones que
permitan difundir el comportamiento de CoV en esta especie ( Allocati, y otros,

2020).

2.2.4 Accion patogena general.

El nivel de patogenicidad del coronavirus va a ser dependiente del tropismo
celular, el cual va a variar de acuerdo a la especie, edad, sistema inmune, por
ejemplo en humanos en su mayoria poseen afinidad por células del epitelio
respiratorias generando asi sindromes netamente respiratorios, sin embargo en
porcinos alfa coronavirus genera principalmente enteritis, en ambos ejemplos
ocurre una interaccién de viriones en el citoplasma de células mediante
endocitosis, generando una produccién de mediadores inflamatorios (Pecho,

Arteaga , Bazan, & Navarro, 2020).
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2.2.5 Alfay beta coronavirus en otras especies.
En la actualidad se conoce que los coronavirus poseen afinidad por diferentes
especies como felinos, caninos, porcinos, bovinos, equinos, aves y humanos,

todos estos coronavirus tienen un impacto econdémico significativo.

2.2.6 Alfa coronavirus.

Respecto a alfa coronavirus se agrupan los virus como gastroenteritis
transmisible porcina (TGEV) detectada por primera vez en 1973 en cerdos
procedentes de Estados Unidos, cuya sintomatologia se basaba en vémito,
diarrea amarilla profusa, deshidratacion y muerte. También se encuentra el
coronavirus respiratorio porcino (PCRV) considerado como una variacion de
TGEV en la proteina s cambiando el tropismo entérico por una afinidad a sistema
respiratorio generado una neumonia intersticial, otros alfa coronavirus son el
virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) y coronavirus del sindrome de

diarrea aguda porcina (SADS-CoV) (Ricardo & José , 2015).

SADS-CoV o sindrome de diarrea aguda se deriva de los coronavirus de
murciélago llamados HKU2, un grupo heterogéneo de virus con distribucion
mundial es imposible alin predecir si este virus o una cepa de murciélago HKU2,
podria surgir e infectar poblaciones humanas, sin embargo, la amplia gama de
huéspedes, junto con la capacidad de replicarse demuestra el riesgo potencial
de futuros eventos de emergencia en poblaciones humanas y animales (

ScienceDaily, 2020).

En caninos el coronavirus presenta un epitelio tropismo invadiendo los
eritrocitos de las vellosidades intestinales, afectando principalmente a cachorros

asociandose muchas veces a agentes oportunistas como parvovirus,
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presentando una sintomatologia amplia que abarca melena, hipertermia,

deshidratacion e inclusive puede llevar a la muerte (Berrezueta, 2014).

Coronavirus felino corresponde a otro alfa coronavirus con dos biotipos, el
primer biotipo genera enfermedad entérica leve FECVs mientras que la mutacion
va a generar FIPVs peritonitis infecciosa felina ambas presentan una prevalencia
de entre 20 a 90% en felinos domésticos y silvestres, pero la peritonitis infecciosa
felina tiende a ser mas severa y fatal ocasionando un compromiso de 6rganos
tales como higado, cerebro, pulmones y tejido linfatico (Valencia, Delgado, &

Ruiz , 2021).

No existe una vacuna eficaz o un tratamiento para peritonitis infecciosa felina
en la actualidad, e inclusive las pruebas seroldgicas tienden a tener baja
especificidad y sensibilidad, tiende a derivarse en un cuadro grave causando la

muerte (Sharif, y otros, 2010).

Acevedo, (2017) menciona que la bronquitis infecciosa corresponde a otro alfa
coronavirus implicado en aves con una gran importancia en la produccion debido
a su impacto econdémico, posee un tropismo hacia el tracto respiratorio con
lesiones patognomonicas pero también se replica en algunas células epiteliales
del intestino, rifidn y oviducto. Se controla principalmente mediante el uso de
vacunas vivas atenuadas, los signos clinicos incluyen estertores traqueales,
sibilancia, secreciéon nasal, etc. (Casais, Thiel, Siddell, Cavanagh, & Britton,

2001).

Saif, (2010) refiere que el coronavirus en los bovinos puede presentarse en
adultos como una leve enfermedad respiratoria, pero al combinarse con otros

factores como el estrés o fiebre de transporte de ganado, los niveles de cortisol
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van a aumentar y a su vez se va a generar una alta dosis de exposicion al virus.
En terneros se presenta Unicamente como neumonia severa, acompafiada de
secreciones nasales, asociado también a tres sindromes conocidos como diarrea
de los terneros, disenteria invernal con diarrea hemorragica e infecciones

respiratorios en general ( Betancourt, Rodriguez, Relova, & Barrera, 2017).

2.2.7 Beta coronavirus.

Entre los Beta coronavirus presentes en animales se menciona al coronavirus
equino como una en enfermedad entérica, aislado a partir de una cepa de
América del Norte, Europa y Asia, en porcinos se menciona encefalomielitis
hemaglutinante que se caracteriza por generar una aglutinacion de eritrocitos,
afectando al sistema nervioso central con una mortalidad y morbilidad
elevada, fue uno de los primeros CoV porcinos identificados y todavia esta muy
extendido, causando infecciones subclinicas en cerdos en varios paises (Tituana,

2014).

2.2.8 SARS CoV.

Rat, Oliever y Dutot, (2020) mencionan que el primer caso detectado de SARS
CoV ocurrié en noviembre del afio 2002 en el Sureste de China provincia de
Guandong, el primer anuncio oficial de la enfermedad se llevo a cabo el 11 de
febrero del 2003 con 300 personas presentando una grave neumonia de caracter
atipico y de etiologia desconocida, el virus como tal se une a la célula diana
hospedadora cuyos receptores corresponden a la enzima convertidora de
angiotensina 2 presente en el epitelio bronquial, es decir, infecta a los neumocitos
tipo | complicando su funcion normal generando neumonia, en los tejidos va a

aumentar la permeabilidad de los capilares alveolares provocando edema
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pulmonar e hipoxia, genera también una infiltracion de neutrofilos y un aumento
de citoquinas de caracter inflamatorio, la sintomatologia abarca fiebre, mialgias,
malestar general, disnea, tos e infiltracion pulmonar. (Graham, Donaldson, &

Baric, 2013).

2.2.9 MERS CoV.

Conocido como Sindrome Respiratorio de Oriente Medio identificado por
primera vez en septiembre de 2012 en Arabia Saudita cuyos sintomas simulaban
una neumonia atipica de fiebre, tos, expectoraciones y disnea. Hasta el afio 2019
MERS habia causado ya 861 muertes en 27 paises, a diferencia de SARS CoV

este infecta a los neumocitos tipo Il (Raj, y otros, 2013).

Los dromedarios siguen siendo la Unica fuente zoonoética documentada de
infecciébn humana, pero se han detectado CoV similares al MERS en especies de
murciélagos en todo el mundo, asi como en dromedarios en todo Oriente Medio
y Africa, aunque el papel de los murciélagos ain no se ha dilucidado por
completo, se indica que la investigacion y la vigilancia continuas de Los
coronavirus en murciélagos estan justificados (Dawson, Malik, Parvez, & Morse,

2019).

2.2.10 SARS CoV 2.

Fue identificado en diciembre del afio 2019, a través de las muestras
recolectadas en un grupo de pacientes con sintomatologia correspondiente a una
neumonia atipica, los origenes virales son zoonéticos con un vinculo de genoma
de murciélagos, aunque aun no se ha logrado identificar a la especie de

reservorio intermedio.
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Comparte un 88% a un 90% de similitud con SARS derivados de murciélagos,
otra cualidad de este coronavirus es que es capaz de replicarse en gatos, perros
y hurones, aunque hasta ahora sus signos clinicos han sido leves (Al-Wazzah &

Al-Osail, 2017).

2.2.11 Fisiopatologia de Beta coronavirus zoonoéticos MERS CoV, SARS
CoV, SARS cov 2.

Logran interferir en el sistema encargado del reconocimiento inmune, la rdpida
replicacion se debe a que genera una veloz respuesta inflamatoria en forma de
cascada principalmente en el tejido pulmonar, haciendo que se genere actividad
por parte de los linfocitos y de macrofagos generando un dafio intersticial, por
ello se genera una respuesta desequilibrada en la produccion de citoquinas, esta
cascada de citoquinas va a producir un dafio microvascular, activando a su vez
la produccién de trombina en el sistema de coagulacion, inhibiendo la fibrinolisis
con una induccion hacia la coagulacion intravascular, estos procesos en general
se verian asociados a el sindrome atipico de dificultad aguda respiratoria y la falla

de érganos de forma multiple (Dabanch, 2021).

2.2.12 Técnica de Diagnostico.

2.2.13 PCR.

Kralik y Matteo, (2017) mencionan que PCR es una prueba de oro encargada
de detectar, cuantificar y tipificar diferentes organismos tanto en la clinica
humana, veterinaria y en seguridad alimentaria. Sus abreviaciones corresponden
a reaccion en cadena de la polimerasa esta se basa en la replicacién de un solo
gen en diferentes copias separando las cadenas de ADN donde se encuentra la

carga genética, este segmento de gen es localizado cuando se marca con el
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cebador, iniciador o también conocido como oligonucleotidos, alli comienza la
primera secuencia de ensamblaje mediante cada segmento generando muchas

copias que van a ser amplificadas posteriormente ( Morley, 2014).

2.2.14 Deteccion serolégica, anticuerpos.

Se debe considerar como indicadores tanto el anticuerpo IgM e IgG como guia
para la deteccion seroldégica, se conoce que IgM es un indicador en etapa
temprana pudiendo persistir en el cuerpo durante 2 meses mientras que, IgG es
un indicador de infeccion actual o previa pudiendo durar mas de 3, se puede usar
para vigilancia y evaluacion epidemiolégica a nivel de la poblacion obteniendo
una tasa de letalidad, permitiendo monitorear respuestas inmunoldgicas
evaluando el curso, grado y tiempo de la inmunidad generada post infeccion y un

desarrollo de vacunas (Liu & James , 2021).

2.2.15 Otras pruebas de diagnéstico.

En las pruebas directas de antigeno el rendimiento de las mismas va a ser
dependiente del tipo de muestra, tiempo de muestreo, errores por una
manipulacion inadecuada, el tipo de almacenamiento al cual esta expuesto y a la
reactividad cruzada de inmunoensayos, por ejemplo, muchas veces existen
falsos positivos debido a una reactividad cruzada ocasionada por anticuerpos de
otros virus o inclusive por enfermedades autoinmunes, otro tipo de prueba es la
deteccion de acido nucleico mediante la amplificacion sintética usando cebadores

para detectar organismos especificos (Jee , N Thone, & Young, 2021).

Otro método es el de LAMP o llamado método de amplificacion isotérmica

mediada por bucle usa el emparejamiento, el ADN amplificado y el ARN en
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cadena se marca con cebadores considerada una técnica simple (Benzigar,

Bhattacharjee, & Baharfar, 2021 ).

2.2.16 Prevencion

El diagndstico rapido es crucial para controlar las infecciones por coronavirus
y evitar que se propague, pero siempre deberia considerarse como fundamental
la prevencion mediante la vacuna y mas aun en los grupos considerados como
susceptibles asegurandoles una inmunidad pasiva adecuada (Turlewicz &

Pomorska, 2021).

2.3 Marco legal

Articulo 136 correspondiente a texto unificado de legislacion secundaria de
medio ambiente, fomenta la investigacion de extranjeros y de Ecuatorianos
mediante decreto ejecutivo 3516 bajo ciertas condiciones tales como: que la
investigacion o estudio que implique coleccion de especimenes o elementos de
la flora y la fauna silvestres, obtencion de datos e informacién de campo dentro
del patrimonio forestal del estado y las que se ejecuten utilizando especies o
elementos de la flora y la fauna silvestres tengan el permiso mediado por el

Ministerio de Ambiente
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3. Materiales y Métodos.
3.1 Enfoque de la investigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion correspondid a un estudio transversal del tipo
descriptivo exploratorio en donde se colectaron y analizaron datos, fue
exploratorio debido a que se conoce muy poco sobre el tema, esta es la primera
vez en la cual se toma muestra de murciélagos para deteccién de alfa y beta
coronavirus (Pan coronavirus) mediante pruebas particulares, las capturas se

hicieron en base al Manual de Tirira-

3.1.2 Lugar de Estudio.

Las salidas de campo se efectuaron en diez zonas, con tres noches
establecidas para cada una, las zonas visitadas fueron Cristo rey, Juntas del
Pacifico, Bucay, Duran, Milagro, Reserva Manglar Churute, Pedro Carbo, Balzar,
Isla Pung, Daule, cada zona tuvo aproximadamente 8 horas de trabajo, en el cual
se incluy6 observacién previa del lugar para detectar refugios de murciélagos y
se procedio a colocar redes de niebla, se anot6 el entorno ecolégico ( presencia
de rio, lago, arboles) se monitoreo redes, se recolectaron los individuos en cada
bolsa de tela disefiada con la finalidad de garantizar comodidad y reducir estrés

al individuo y posterior desmontado de redes (Linares & Zabala, 2018).

3.1.3 Disefio de investigacion
Correspondi6 a un estudio transversal descriptivo de tipo no experimental, en
el cual se tom6 informacion de murciélagos de la provincia del Guayas, para

detectar presencia de pan coronavirus, alfa y beta, clasificando las especies en
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base a su taxonomia (especie y género) y relaciondndola con su entorno

ecologico.

3.2. Metodologia.
3.2.1 Variable.

3.2.1.1 Variable dependiente.

Tabla 1 variable dependiente.

Variable Definicion Dimension Indicador Escala Tipo
PCR. Amplificacion  Positivo- Numero de Nominal.  Cualitativa.
Anidado mayor a 400 bp. Negativo animales
punto final. positivos
Valencia, 2021.
3.2.1.2 Variable independiente
Tabla 2 variable independiente.
Variable Definicion Dimension Indicador Escala Tipo
Diay mes de la
Fecha de Dia, mes de
Dia y mes. captura de los Nominal. Cualitativa.
captura. captura
murciélagos.
Dia y mes en el
Dia y mes del
cual se realiza la
Fecha de ingreso de los
necropsia y toma de Diay mes. Nominal. Cualitativa.
necropsia. murciélagos para

muestra para

toma de muestra.

posteriores pruebas.



Ubicacién de
Zona de latitud, también se Provincia del
captura de
captura. toma en cuenta siGuayas.
murciélagos.
estaba cerca de rio,
plantaciones.
Hora y minutos en
la captura de
Hora de
murciélagos Hora y minutos.
captura.
posterior a latoma de
coordenadas.
Namero de
Se refiere al Macho —murciélagos
Sexo.
género del animal Hembra machos y
hembras.
Se refiere en
Numero de
machos testiculos
hembras con
abdominales o]
mamas
Hace testiculos
desarrolladas,
referencia escrotales. En
Caracteristicas vulva abierta o
caracteristicas hembras
sexuales. cerrada, NUmero

Coordenadas

de longitud vy

especificas de lospresencia de
de machos con
drganos sexuales.mamas
testiculos
desarrolladas,
abdominales o
vulva abierta o
escrotales.
cerrada.

Nominal.

Discreta.

Nominal.

Nominal.
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Cualitativa.

Cuantitativa.

Cualitativa.

Cualitativa.



Especie Especie y Especie
género. género

murciélago.
Cola Presenciaono Cola

de cola, longitud

Longitud del Largo desde el Cuerpo
cuerpo extremo del
hocico hasta el

extremo de la cola

Longitud de la Largo de la Oreja
oreja oreja desde su

base hasta la

punta
Longitud de Largo del Antebrazo
Antebrazo antebrazo desde

el codo hasta la

base del pulgar

y A
delconsideracion se
toma en cuenta
el género vy
especie del
murciélago  de
acuerdo con la
ubicacion.
Cantidad
murciélagos

capturados

Cantidad
murciélagos

capturados

Cantidad
murciélagos

capturados.

Cantidad
murciélagos

capturados

Nominal.

Continuas

Continuas

Continuas

Continuas
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Cualitativa.

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa



Longitud de largodelapata Pata Cantidad
pata posterior desde el murciélagos
talbn hasta la capturados

punta de las

garras
Peso en
gramos del
murciélago como Peso en
Peso Gramos
clave engramos.

identificacion de

especie.
Ndmeros
Temperatura Grados Celsius
naturales
Determinada
en Km/H, respecto
Velocidad de Ndmeros
a velocidad de
viento naturales
viento en la zona
de captura.
Determinada
por % de NUmeros
Humedad Porcentaje.
humedad en la naturales.

zona de captura.

Continuas

Discreta.

Discreta.

Continua

Nominal.
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Cuantitativa

cuantitativa.

cuantitativa.

cuantitativa.

Cualitativa.

Valencia, 2021.
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3.2.2 Universo y tamafio de la muestra.

Straube y Bianconi (2002), la investigacion se establece con una poblacién
total desconocida e indeterminada, por ello se procedi6 a aplicar férmula
exponencial de poblacion infinita, cuyo nivel de confianza fue del 95% con un
equivalente de valor critico de 1.96 para Z, una probabilidad del 5% y un margen

de error del 9%

Z2XpXxq
" Tar
(1,96 x0,5x0,5) 119 ,
n= 0,097 = muestras

3.2.3 Recoleccion de datos.
La informacién sobre los murciélagos capturados en la provincia del Guayas

sera recolectada para elaborar una base de datos.

3.2.4 Tratamientos

Por ser una investigacion de tipo no experimental no se hicieron tratamientos.

3.2.5 Recursos.

Materiales bibliograficos

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

Materiales de campo y laboratorio.

Se emplearon linternas de cabeza, linterna de mano, guantes gruesos, bolsas
de tela para guardar cada murciélago, redes de niebla, tubos de acero 3 metros

de largo, piola, camara fotografica.
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Equipo de proteccion personal que consta de bata quirdrgica, guantes de
nitrilo, mascarilla KN95, cofia, zapatones, algodén, marcadores, cinta de papel,

papel de empaque.

Material y equipo de laboratorio: cloroformo, tubos de microcentrifuga, tubos
de 15 ml, pipeta automatica de 1000 pl, congelador < 80, algoddn, alcohol, cloro,
agua destilada, morteros, esterilizador, papel toalla, papel de empaque, vortex,

cabina de flujo.

Medio de conservacion para la muestra tal como PBS (tapén fosfato salino),

PCR anidada punto final.

3.2.6 Métodos y técnicas.

Método de captura de murciélagos: para la captura de murciélagos se
emplearon 3 redes de niebla de 9 metros de longitud y 1 de 12 metros de longitud
sujetadas por tubos de 3 metros y colocadas en lugares de facil acceso
previamente observados durante el dia, se realizaron reconocimientos de
refugios o sitios de reposo de los murciélagos para obtener mayor probabilidad

de capturas.

Las redes se abrieron 17:00 y se retiraron 00:00, en cada zona de captura se
colocaron de 2 a 3 redes en diferentes areas y se escribieron las caracteristicas
del entorno ecoldgico (presencia de rios, lagos, arboles), cada red fue

monitoreada con un intervalo de 40 minutos.

Las fechas para salidas de campo fueron establecidas de acuerdo con la fase

lunar especificamente luna nueva, conociendo que, en este periodo con menor
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luminosidad lunar se pudieron obtener mayor numero y variedad de

especimenes, se establecieron fechas excluyendo meses de temporal invernal.

Cada individuo capturado fue retirado de la red usando guantes de proteccion
para evitar mordeduras y fueron colocados en bolsa de telas previamente
rotulada con el numero de individuo, en ese mismo momento se procedi6 a anotar

la hora de captura exacta para mayor organizacion.

Método para registrar los datos generales: para registrar los datos de los
individuos capturados a través de las redes se cred un formato donde se
asentaron las medidas morfométricas en cm tales como largo total desde el
extremo del hocico hasta el extremo de la cola, largo de la cola, largo de la oreja
desde su base hasta la punta, largo del antebrazo desde el codo hasta la base
del pulgar y largo de la pata posterior desde el talon hasta la punta de las garras,
se registraron datos biolégicos, como sexo y caracteristicas sexuales, se
anotaron también la temperatura de la zona, el % de humedad y presencia de
arboles, rios o lagos relacionado con las especies halladas y su entorno

ecoldgico.

Método de Laboratorio Empleada: previo a la necropsia cada individuo
capturado fue sometido a cloroformo, siempre manipuldndolo y mediante
protocolo que garanticen que no sufre, posterior a ello se pesoé y se tomaron las
medidas antes mencionadas, se realizé el hisopado oral y rectal, después la
diseccién se coloco en el tubo de PBS pulmones, traguea, rifién y porcion de

intestino para ser almacenado en -80 C.
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Se realizé la extraccion de ARN viral mediante el método de columna kit
comercial Zyno, Biocomma, Gen Jet Invitrogen para obtener ADN

complementario y primera PCR.

Se empledé los primers Forward: 5-GGKTGGGAYTAYCCKAARTG-3' y
Reverse: 5-TGYTGTSWRCARAAYTCRTG-3', para la segunda PCR anidada se
usaron los primers Forward: 5'-GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA-3'y Reverse:
5-CCATCATCAGATAGAATCATCAT-3'y obtener resultados ( KW Chu, y otros,

2011).

Cada cuerpo del individuo fue rotulado en la pata con el numero
correspondiente a su captura para almacenarlo en alcohol y se identificé la

especie y el género de especies mediante Tirria (2007).

3.2.7 Analisis estadistico
Una vez obtenido los datos, se emplearon utilitarios tales como Excel
desarrollando variables y se representaron mediante técnicas estadisticas como

tablas de frecuencia y graficos de pasteles/barras de Excel.
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4. Resultados
4.1 Determinacion taxonémica de murciélagos de la provincia del Guayas.
En el trabajo de campo se logré capturar 119 murciélagos en las diferentes zonas
establecidas previamente a estudio, cada individuo fue analizado con la finalidad

de ser clasificado taxondmicamente en base al manual de Tirira Ultima edicion.

Tabla 3 Frecuencia de género y especie de murciélagos capturados en la
provincia del Guayas.

Frecuencia Frecuencia
Género Especie
absoluta relativa %

1 Anoura sp. 6 5

2 Artibeus concolor 2 1,7

3 Artibeus fraterculus 8 6,7

4 Artibeus lituratus 6 5

5 Artibeus rosenbergi 2 1,7

6 Artibeus sp. 5 4,2

7 Carollia castanea 2 1,7

8 Carollia perspicillata 3 2,5

9 Chiroderma trinitatum 3 2,5
10 Desmodus rotundus 14 11,7
11 Eptesicus innoxius 4 3,3
12 Phyllostomus discolor 4 3,3
13 Phylloderma stenops 3 2,5
14 Sturnira bakeri 3 2,5

15 Saccopteryx bilineata 2 1,7
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16 Glossophaga soricina 3 2,5
17 Molossus molossus 45 37.8
18 Myotis nigricans 2 1,7
19 Mycronycteris Sp. 2 1,7
Total 119 100%

Valencia, 2021.

En la tabla 3 se observa 19 tipos de murciélagos en base a su género y
especie, de ellas resaltan Molossus molossus con 37,8%, seguido de Desmodus

rotundus (11,7%).

Tabla 4 Caracterizacion de las distintas especies de murciélagos
capturados y su entorno ecoldégico.

Cristo Juntas Brisas Manglar Pedro Isla

Rey Pagﬁlico Sa(:]?ay MilagroBucay Balzar Churute Carbo Puna Daule Total

Anoura 1 4 1 6
Artibeus 5 3 1 3 4 3 3 23
carollia 1 1 1 2 5
Chiroderma 3 3
Desmodus 3 1 9 1 14
Eptesicus 1 3 4
Phyllostomus 2 2 4
Phylloderma 1 2 3
Sturnira 1 2 3
Saccopteryx 2 2
Glossophaga 1 1 1 3
Molossus 1 8 2 6 16 7 5 45
Myotis 1 1 2
Mycronycteris1 1 2
Total 13 2 5 11 7 19 23 22 13 3 119

Valencia, 2021.

En la tabla 4 se observan 14 especies diferentes de murciélagos capturados

en base a cada zona establecida, obteniendo Molossus 45/119 y Artibeus 23/119.



Tabla 5 Frecuencia absoluta y relativa de murciélagos capturados
caracteristicas de temperatura 'y humedad de las zonas establecidas.
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Frecuencia
_ Frecuenci
Temperatura Humedad Velocidad de  4pq01yta
Lugar viento KM/H a relativa
°C % Murciélagos
%
capturados
Cristo rey - Juntas 21
23 76 15 12,61
del pacifico
Brisas de Santay- 21
26 73 16 13,45
Milagro. 10
Bucay 25 82 11 7 5,88
Balzar 25 70 10 19 15,96
Manglar churute- 6-9
22 72 45 37,81
Pedro Carbo
Isla Puna 25 74 16 13 10,92
Daule 31 49 10 3 2,52
Total 119 100%

Valencia, 2021.

El 37,81% de murciélagos fueron capturados en Manglar churute y Pedro

Carbo, ambas zonas con una temperatura y un % de humedad similar en rango,

otra zona con buen nimero de captura fue Balzar 15,96%.
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4.3. Determinacion de la presencia de alfa 'y beta coronavirus
(Pancoronavirus) en murciélagos de la provincia del Guayas.

Tabla 6 Frecuencia de alfa y beta coronavirus en murciélagos de la
provincia del Guayas.

Frecuencia
Pan coronavirus absoluta Frecuencia relativa
Positivo 9 7,56%
Negativo 110 92,43%

Elaborado por Valencia, 2021.

De las 119 muestras destinadas para el estudio (pulmén, traquea, porcion de
intestino, rifidn e hisopado rectal y oral) obteniendo positivo a Pancoronavirus un

(7,56%) y un negativo de (92,43%).

4.2Determinacién de Especie, género y caracteristicas del entorno
ecolégico de murciélagos positivos a Pancoronavirus.

Tabla 7 Determinacién de especie y género de los murciélagos positivos a
Pancoronavirus capturados, zonay su caracteristica.

Cdédigo de Entorno ecoldgico de
Ubicacién Especie Género
murciélago la zona

Cercana ario, vegetacion
Pm-01 Cristo Rey Carollia perspicillata
seca

cercana a rio, vegetacion
Pm-02 Cristo Rey Carollia perspicillata
seca

cercana a rio, vegetacion
Pm-03 Cristo Rey Glossophaga soricina
seca



Pm-04

Pm-05

Pm-11

Pm-12

Pm-13

Pm-14
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cercana a rio, vegetacion
Cristo Rey Carollia perspicillata
seca

cercana a rio, vegetacion

Cristo Rey Carollia perspicillata
seca
cercana a rio, vegetacion

Cristo Rey Chiroderma trinitatum
seca

Cristo Rey Arbol de papaya Glossophaga soricina

cercana a rio, vegetacion

Cristo Rey Sturnira sp.
seca
Juntas del
Arbol de papaya Sturnira sp.
Pacifico

Valencia, 2021.

Cada murciélago fue registrado con un cédigo Pm # (niUmero de captura),Pm-01,

02,03,04,05,11,12,13 y 14 correspondieron a murciélagos positivos a alfa y beta

coronavirus, 8 de ellos capturados en cristo rey y 1 en Juntas del Pacifico, los

murciélagos Carollia perspicillata, Glossophaga soricina, Chiroderma trinitatum y

Sturnira fueron capturadas en ambiente cercano a rio, vegetacion seca y

vegetacion frutal (arbol de papaya), estas especies basan su alimentacién en

insectos, néctar y frutas respectivamente.
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5. Discusion

En este estudio se capturaron murciélagos con la finalidad de determinar
especie, entorno ecoldgico y principalmente detectar alfa y beta coronavirus,
se logro registrar 19 especies diferentes en la provincia del Guayas en tan solo
9 zonas, en su mayoria se encontraron 37,8% Molossus molossus (45/119) y
11,7% Desmodus rotundus (14/119) ambas especies con caracteristicas
diferentes tanto en su alimentacion, comportamiento y efecto para el
ecosistema, existen limitaciones para comparar este estudio con otro debido a
gue no existe una investigacion a nivel nacional en el cual se ejecute un
trabajo de campo como el nuestro. Sin embargo, en un estudio realizado en
Peru por Arias, Pacheco, Cervantes, Aguilar y Alvarez (2016). En una reserva
con clima parecido a nuestras zonas de estudio en general, se lograron
capturar 408 murciélagos clasificandolos por familia obteniendo
Phyllostomidae 83,3% (338/408), vespertilionidae 13,8% (56/408), porcentajes
totalmente diferentes a los nuestros, hay que recalcar que, aunque en Peru
tengan mayor numero de murciélagos por familia capturada. En nuestro
estudio tuvimos mayor variedad en género y especie, este resultado se debe
principalmente a que en Ecuador contamos con el 10% de especies de
murciélagos a nivel nacional, aproximadamente 173 aunque se sospecha que
existen especies de chiropteros aun no registradas, en cambio en Peru la
diversidad de especie es menor alcanzando 160 especies (Bats Conservation

International, 2022).

En el presente estudio el mayor niumero de capturas se obtuvo en reserva
manglar Churute y Pedro Carbo, esto se puede atribuir a factores climaticos,

disponibilidad de recursos y refugios que ofrecen ambas zonas, algunos
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estudios comprueban que el clima, la humedad, temperatura, velocidad de
viento, lejanias a la ciudad, riqueza de cultivos influyen directamente en la
riqueza de murciélagos (Arias , Pacheco , Cervantes, Aguilar, & Alvarez,

2016).

En un estudio realizado por Lecis, Mucedda , Pidinchedda, Pittau, & Alberti,
(2018) en la isla Cerdefia de Italia con una muestra de 46 murciélagos se
identificaron 15 especies diferentes capturada en zonas urbanas tuneles,
casas y edificios abandonados, considerando el ecosistema presente en esta
isla podemos determinar la capacidad de adaptacion de ciertas especies para
sobrevivir en diferentes ecosistemas. En Italia Gnicamente existen 21 especies
de murciélagos, por ende, nuestros resultados son diferentes a estos, debido
a gue nuestro menor niumero de captura tanto en especie y género como en
namero de murciélagos ocurrieron en zonas urbanas y la mayor diversidad de
especie la obtuvimos en zonas con caracteristicas de campo y reserva

aproximadamente un 35,29%.

El PCR anidado punto final en este estudio nos dio resultados positivos a
Pan coronavirus en 9 de los 119 murciélagos capturados, en su mayoria
correspondientes a la especie Carollia, este nimero representaba un 7,56%

de las muestras totales.

Desde la aparicion de enfermedades de caracter zoonético ha surgido la
necesidad de continuar investigaciones en esta especie para de cierta forma
prevenir pandemias como la que cursamos, este es el primer estudio realizado
en el pais e inclusive el primero de Latinoamérica en lograr obtener un 7,56%

de murciélagos positivos a Pancoronavirus que obviamente incluyen beta
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coronavirus y alfa coronavirus, en un estudio parecido hecho en Camboya con
una muestra mas grande de 430 murciélagos solo mediante hisopados
rectales y orales obtuvieron 3,72% de positivos para Pancoronavirus (
Delaune, y otros, 2021). Mediante otra prueba particular tal como PCR -RT
SYBR en Italia con 45 muestras de guano identificaron beta coronavirus similar
a SARS-COV en 19 de ellas, obteniendo un 42% de positivos, siendo este un
estudio con mejores resultados que el nuestro y hasta el momento el de
mejores resultados en su pais de origen, estos resultados pueden reflejar una
diferencia total en la prevalencia de coronavirus en los murciélagos de lItalia
pero también puede estar asociado a los diferentes métodos de deteccidn viral

implementado.
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6. Conclusiones

En este estudio se determind que el 37,8% de las especies capturadas
correspondian a Molossus molossus seguido de un 11,7% correspondientes a
Desmodus rotundus, especies con caracteristicas totalmente diferentes en su
alimentacion, caracteristicas morfologicas y comportamiento, encontramos
también una variedad de 19 especies, estas correspondientes a un 12% de las
especies totales presentes en el Ecuador, a su vez asociamos que el mayor
indice de captura 35,29% lo obtuvimos en zonas con un clima templado humedo,
de rica vegetacion, lejana a la ciudad y reservas concluyendo que puede existir
relacion existente entre calidad de ecosistema, riqueza en diversidad y niumero

de murciélago.

También se logro identificar mediante PCR anidada punto final que el 7,56%
(9/119) murciélagos dieron como positivo a Pancoronavirus, determinando que
presentan un alfa o beta coronavirus, siendo este uno de los primeros estudios a
nivel nacional en confirmar la presencia de coronavirus en murciélagos y
demostrar la capacidad de los murciélagos de Ecuador en actuar como reservorio
de virus que aun no conocemos y que puedan llegar a ser potenciales patégenos

para enfermedades zoonoticas.
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7. Recomendaciones
Debido a la falta de literatura sobre este tema en el pais se recomienda
continuar con investigaciones de la presencia de Pancoronavirus en murciélagos,
inclusive a identificar qué tipo de alfa y beta coronavirus esta presente en ellos.
Se sugiere también realizar estudios de la diversidad de murciélagos en Ecuador
caracterizandose por zonas especificas para relacionarla con su entorno y saber
mas sobre el comportamiento individual de cada especie considerando la

importante diversidad en el pais.
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9. Anexos.

9.1 Gréficos

llustracién 1 Frecuencia absoluta de especies de murciélagos capturados
en las zonas establecidas de la provincia del Guayas.

Especie de Murciélagos Positivos a

Pancoronavirus.
4
2 2
Carollia Chiroderma Glossophaga Sturnira

Valencia, 2021.

llustracién 2 Frecuencia absoluta de género de murciélagos capturados en
las zonas establecidas de la provincia del Guayas.

Género de Murciélagos Positivos a

Pancoronavirus.
perspicillata soricina trinitatum

Valencia, 2021.
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llustraciéon 3 frecuencia absoluta de captura de murciélagos en las zonas
previamente establecidas en conjunto a su temperaturay humedad.

Temperatura, Humedad, Frecuencia
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Valencia, 2021.

llustracién 4 Determinacion caracteristicas del entorno ecolégico de
murciélagos positivos a Pancoronavirus.

B Arbol de papaya

W cercana a rio, vegetacion
seca

Valencia, 2021.
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llustracion 5 Pan coronavirus frecuencia absoluta.

PAN CORONAVIRUS - FRECUENCIA ABSOLUTA

O Positivo ENegativo

Valencia (2021)

llustracion 6 Pan coronavirus frecuencia relativa.

PAN CORONAVIRUS- FRECUENCIA
RELATIVA
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Valencia (2021)



Anexos 9.2 fotografia de trabajo de campo y laboratorio.

llustracién 7 Identificacion de lugar y colocacién de redes de niebla.
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llustracion 10 Ejemplar de Desmodus rotundus

llustracion 12 Amplificacion de RdRp (440 bp), se realiz6 la prueba a
través de la amplificacion de la secuencia de la ARN polimerasa
dependiente del ARN (RdRp) por PCR anidada punto final.
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