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Resumen
Los coronavirus se han identificado desde mediados de los afios 1960 hasta la
actualidad, y en las Gltimas dos décadas han tomado mayor importancia debido a su
propagacion. El surgimiento de tres coronavirus con origen ancestral en los murciélagos
ha causado diferentes brotes pandémicos en los seres humanos, y con mayor relevancia se

encuentra al causante de la pandemia del COVID-19.

Desde la primera epidemia de SARS-CoV en el afio 2002-2003, los murciélagos
han sido los principales reservorios de los coronavirus zoondticos que han tomado mayor
importancia por la gran probabilidad de ser una fuente evolutiva de varios tipos de
coronavirus humanos y animales. Es necesario realizar este tipo de investigaciones, para la
mitigacion, propagacion y como estrategia para controlar futuras pandemias que puedan
afectar al ser humano o animales. Este tipo de estudios donde se identifiquen y se estime
la prevalencia de coronavirus en murciélagos y otros animales silvestres han sido realizados

en otros paises de la region, pero no se han realizado recientemente en Panama.

Para abordar esto, en el presente estudio se analizaron 217 muestras de heces de
murciélagos de 48 especies en distintas regiones de la Republica de Panama, con el fin de
analizar y detectar los diferentes tipos de coronavirus que albergan las distintas especies de
murciélagos en nuestro pais, brindando un gran aporte cientifico para futuras

investigaciones en la region.

En nuestro estudio no se detectaron positivos para coronavirus en ninguna de las
217 muestras fecales colectadas. Los resultados obtenidos en este estudio no

necesariamente implican que los murciélagos en nuestro pais no sean reservorios naturales



de coronavirus. Es posible, que la prevalencia de coronavirus en Panaméa es muy baja,
similar a lo reportado previamente en Panama (0.9%) e incluso en otros paises (0.3%), lo
cual requiere de un numero mayor de muestras para lograr ser detectados, por ejemplo, mas
de 700 muestras, como se ha reportado previamente. También, seria mas robusto
incrementar el niumero de muestras por especies. Por ejemplo, de las 48 especies
analizadas, algunas sélo se lograron capturar un espécimen. El uso de otros métodos mas
sensibles también podria contribuir a aumentar la probabilidad de deteccion de positivos
en muestras con cargas virales bajas. Se necesitardn mas estudios para confirmar estos
hallazgos ampliando la cantidad de muestras y usando otros métodos mas sensibles de

deteccion.

Palabras clave: Coronavirus, murciélago, reservorio, mitigacion, pandemia.



Abstract
Coronaviruses have been identified from the mid-1960s to the present, and in the
last two decades they have gained greater importance due to their spread. The emergence
of three coronaviruses with ancestral origins in bats has caused different pandemic

outbreaks in humans, and with greater relevance is the cause of the COVID-19 pandemic.

Since the first SARS-CoV epidemic in 2002-2003, bats have been the main
reservoirs of zoonotic coronaviruses that have gained greater importance due to the great
probability of being an evolutionary source of several types of human and animal
coronaviruses. It is necessary to carry out this type of research, for mitigation, spread and
as a strategy to control future pandemics that may affect humans or animals. These types
of studies where the prevalence of coronaviruses in bats and other wild animals are
identified and estimated have been carried out in other countries in the region but have not

been carried out recently in Panama.

To address this, in the present study, 217 samples of feces from bats of 48 species
in different regions of the Republic of Panama were analyzed, to detect the different types
of coronaviruses harbored by the different species of bats in our country, providing a great

scientific contribution for future research in the region.

In our study, no positives for coronavirus were detected in any of the 217 fecal
samples collected. The results obtained in this study do not necessarily imply that bats in
our country are not natural reservoirs of coronaviruses. It is possible that the prevalence of
coronavirus in Panama is very low, like what was previously reported in Panama (0.9%)

and even in other countries (0.3%), which requires a greater number of samples to be



detected, for example, more than 700 samples, as previously reported. Also, it would be
more interesting to increase the number of samples per species. For example, of the 48
species analyzed, some only managed to capture one specimen. The use of other more
sensitive methods could also contribute to increasing the probability of detecting positives
in samples with low viral loads. More studies will be needed to confirm these findings by

expanding the number of samples and using other more sensitive detection methods.

Keywords: Coronavirus, bat, reservoir, mitigation, pandemic



Abreviaturas

COVID-19: Enfermedad por coronavirus 2019.

MERS-CoV: Sindrome respiratorio de oriente medio.

SARS-CoV: Sindrome respiratorio agudo severo.

SARS-CoV-2: Sindrome respiratorio agudo severo tipo 2

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

BatCoV: Coronavirus de murciélago.

RaTG13: Betacoronavirus que infecta al murciélago Rhinolophus affinis.

ARN: Acido ribonucleico.

cDNA: ADN complementario.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

EVE: Virus del Ebola.

Kb: Kilobase. Unidad de longitud de los acidos nucleicos que corresponde a 1000

nucledtidos.

RdRp: Gen que codifica para la ARN polimerasa dependiente de ARN en los coronavirus.

Pb: Pares de bases.

ICGES: Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud.


https://es.wikipedia.org/wiki/Rhinolophus_affinis

H20: Molécula de agua.

PCR Nested: Reaccion en cadena de la polimerasa anidada.

VARV: Virus variélico.

A H2N2: Gripe rusa asiatica.

A HINL1: Influenza virus A subtipo HINL.

H1N1: Gripe porcina.

H2N2: Gripe asiatica.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

T CD4: Linfocitos T CD4.

TAR: Tratamiento con antirretrovirales.

BCoV: Coronavirus bovino.

FIPV: Virus de la peritonitis infecciosa felina.

IBV: Virus de la bronquitis infecciosa aviar.

CD: Diarrea de terneros.

WD: Disenteria invernal.

FCoV: Coronavirus felino.

FECV: Coronavirus entérico felino.



CSG: Grupo de estudio Ilamado Coronaviridae Study Group.
ICTV: Comiteé Internacional de Taxonomia de Virus.
IQ-TREE: Software eficiente para inferencias filogenéticas.
SH: Prueba filogenética Shimodaira-Hasegawa.
HCoV-NL63: Coronavirus humano NL63.

HCoV-229E: Coronavirus humano 229E.

ssRNA: Acido Ribonucleico monocatenario positivo.

sg ARNm: Acido Ribonucleico mensajero subgenémico.
NTP: Nucledtidos.

ORF: Marcos abiertos de lectura.

nsps: Proteinas no estructurales del coronavirus.

ppla: Poliproteina 1la del coronavirus.

pplab: Poliproteina lab.

RBD: Dominio de unién al receptor.

RTC: Complejo de replicacion y transcripcion.

TRS: Secuencias reguladoras transcripcionales.

RER: Reticulo endoplasmatico rugoso.

ERGIC: Reticulo endoplasmatico compartimento intermedio de Golgi.



HCoV: Coronavirus humanos.

TGEV: Virus de las gastroenteritis transmisibles.

PEDV: Virus de la diarrea epidémica porcina.

PHEV: Virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina.

PIF: Peritonitis infecciosa felina.

MHYV: Virus de la hepatitis murina.

HCoV-0OC43: Coronavirus humano OC43.

HCoV-HKU1: Coronavirus humano HKUI.

CoV: Coronavirus.

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima.

WAB: Pruebas de Western Blot.

EIA: Pruebas de inmunoensayo enzimatico.

CP: Proteina de la cubierta del virus de la tristeza de los citricos.

Nad5: Gen mitocondrial de la subunidad 5 de NADH presente en plantas.

dNTPs: Nucledtidos utilizados en la PCR para generar nuevas cadenas de ADN.

NCBI: National Center for Biotechnology Information.
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Capitulo |

Introduccion

1.1 Planteamiento del problema
Los coronavirus pueden infectar un amplio rango de especies animales incluyendo
hurones, aves, camellos, mapaches, gatos, civetas de las palmas enmascarada (Paguma

larvata) y seres humanos (Maclachlan & Dubovi, 2017; Weiss & Leibowitz, 2011).

Se han identificado desde mediados de 1960 hasta la fecha siete tipos de coronavirus
que han infectado humanos (Su et al., 2016; Zhu et al., 2020). Epidemioldgica y
genéticamente se han obtenido datos que indican que el coronavirus es un patégeno de
transmision zoonotica, y por lo tanto puede transmitir directamente la enfermedad a partir
de su reservorio natural o a traves de un huésped intermediario, como es el caso del
mapache (Nyctereutes procyonoides) o el 0so hormiguero escamoso (Manis javanica)

(Abdel-Moneim & Abdelwhab, 2020; Maclachlan & Dubovi, 2017).

Los tres tipos de coronavirus, sindrome respiratorio de oriente medio (MERS-CoV),
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y el coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) presentan una alta patogenicidad y tasa de
mortalidad, ademas, su transmision es zoondtica (Figura 1). El reservorio natural de
MERS-CoV es el camello, el de SARS-CoV probablemente es el murciélago y en el caso
de SARS-CoV-2 aun no esta muy claro cuél es el reservorio responsable de la transmision;

sin embargo, pueden ser especies como el murciélago o alguna otra especie relacionada
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(Abdel-Moneim & Abdelwhab, 2020; Diaz-Castrillon & Toro-Montoya, 2020; Peeri et al.,

2021; Weiss & Leibowitz, 2011).

! Humano
. Murcielago

M Camello

w A (dvetac

—3 MERS-CoV
3 SARSCBV
— 3 EARS-CoV-2

Figura 1. Transmisién de MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2.

El murciélago como reservorio natural del virus transmite a un huésped intermediario como el camello (en
el caso de MERS-CoV) y la civeta de las palmas enmascarada (para SARS-CoV). De igual forma el
murciélago puede transmitir el virus directamente al humano en el caso de SARS-CoV-2, transmitiendo a

otras personas y animales que lo rodean provocando su propagacion (Su et al., 2016).

El MERS-CoV, responsable del sindrome respiratorio de oriente medio, fue aislado en
2012 en Arabia Saudi, generd 2,494 de casos, 858 muertes y una tasa de letalidad de
34.4 % (Yang et al., 2020; Zaki et al., 2012). El SARS-CoV, responsable del sindrome
respiratorio agudo severo, fue identificado por primera vez en China, produjo un total de
8,422 casos, 919 muertes entre noviembre de 2002 a agosto de 2003 y tiene una tasa de
letalidad del 11 %, (Drosten et al., 2003; Ksiazek, 2003; Yang et al., 2020). El SARS-CoV-
2 responsable del sindrome respiratorio agudo severo, ha producido a nivel mundial hasta

el 11 de febrero del 2024 un total de 774,631,444 casos confirmados con 7,031,216 muertes
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y en Panama ha producido hasta la misma fecha, un total de 1,039,328 casos confirmados
con 8,656 muertes, de acuerdo con estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) (OMS, 2020).

1.2 Justificacion

Una estrategia para predecir y vigilar los riesgos de posibles brotes de coronavirus es
estudiar los reservorios naturales del virus, en este caso los murciélagos (Chan et al., 2013).
Los murciélagos son mamiferos que conviven en colonias en distintos lugares (cuevas,
grietas en rocas, ramas de arboles y estructuras hechas por el hombre). El contacto con
otros animales e incluso con el ser humano, facilita las posibilidades de transmision del
virus (Gloza-Rausch et al., 2008; Woo, Lau, & Yuen, 2006). Por lo tanto, es necesario que
en nuestro pais se implementen programas de vigilancia de estos reservorios naturales
dirigidos a detectar y determinar la prevalencia del virus en especies de murciélagos que
se encuentran en nuestro pais. Este tipo de programa genera informacion atil para manejo
de enfermedades zoondticas y control de futuras pandemias. En otros paises como
Alemania, Africa y México ya se han implementado programas de vigilancia que ayudan
en gran medida no s6lo a prevenir, predecir o mitigar futuros brotes si no, que ademas
generan informacion para futuras investigaciones y control de la salud publica (Anthony et
al., 2013; Gloza-Rausch et al., 2008; Hernandez-Aguilar et al., 2021; Markotter et al., 2020;

Nabi et al., 2020).

Los murciélagos pueden ser la fuente de origen de transmision del virus a humanos,
generalmente a través de un intermediario. EI genoma del SARS-CoV-2 comparte 96 % de

identidad con el coronavirus de murciélago (BatCoV RaTG13), un virus del murciélago de

12



la especie (Rhinolophus affinis) (Zhou et al., 2020). EI SARS-CoV-2 al igual que el resto
de los coronavirus de origen animal experimentan evolucion y recombinacion genética ya
sea dentro de su reservorio natural o al pasar de una especie a otra. Estos cambios pueden
generar variantes con un alto potencial patogénico cuando se transmiten a los humanos

(Woo et al., 2009; Woo, Lau, Li, et al., 2006; Woo, Lau, Yip, et al., 2006).

En Panama se han registrado méas de 100 especies de murciélagos de las cuales es muy
probable que algunas sean hospederos naturales de diversos tipos de coronavirus (Samudio,
2007). Sin embargo, no se han realizado hasta la fecha estudios dirigidos a detectar la
presencia de coronavirus en murciélagos de Panama a pesar del potencial riesgo de una
transmision zoondtica. Debido a los diversos brotes y eventos epidémicos y pandémicos
asociados a coronavirus es importante detectar la presencia de este tipo de virus en sus
reservorios naturales como estrategia para controlar la emergencia y propagacion en
humanos. Con la generacion de nuevas variantes con una mayor tasa de transmisibilidad,
es necesario investigar los reservorios naturales de coronavirus, en este caso los

murciélagos.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
Determinar la tasa de positividad de coronavirus en especies de murciélagos de la

Republica de Panama durante los meses de julio del 2021 a octubre del 2022.

1.3.2 Objetivos especificos
-Colectar muestras de heces de murciélagos de diversas especies a nivel nacional desde el
mes de julio del 2021 hasta octubre del 2022.
-Extraer ARN a partir de las muestras de heces.
-Generar el cDNA de las muestras obtenidas.
-Determinar la presencia de coronavirus mediante amplificacion del gen de la ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp).
-Secuenciar los productos de PCR de muestras que resulten positivas.
-ldentificar mediante andlisis filogenético al grupo al que pertenecen las muestras que

resulten positivas y la relacion con SARS-CoV-2.
1.4 Hipdtesis del proyecto

1.4.1 Hipotesis nula
La tasa de positividad de coronavirus en una muestra de murciélagos de Panama es de cero

%.

1.4.2 Hipotesis alternativa
La tasa de positividad de coronavirus en una muestra de murcielagos de Panama es mayor

de cero %.
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MARCO TEORICO
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Capitulo 11

Marco teérico

2.1 Virus causantes de pandemias

Los virus se descubrieron a finales del siglo XIX, describiéndose como patégenos
causantes de enfermedades que pueden infectar plantas y animales (Gorbalenya, Krupovic,
etal., 2020). No obstante, las enfermedades infecciosas de naturaleza pandémica producida
por virus han existido a lo largo de la historia de la humanidad, provocando gran cantidad

de muertes en el mundo (Cuadro 1).

La viruela es causada por un virus que infecta estrictamente a humano, esta
enfermedad aparece en el afio 1520 al 1980 y causé 56 millones de muertes(Octavio-
Aguilar & Tolentino Mendoza, 2023). El virus es llamado variélico (VARV) y es miembro
del género Orthopoxvirus , posee dos formas viricas: la variola major (viruela asiatica) con
una mortalidad del 20-45% y la forma atenuada del virus la variola minor (viruela menor)
que causa una mortalidad del 1-2% (Babkin & Babkina, 2015; Berche, 2022). Siendo un
virus altamente letal y contagioso, su patogénesis comienza con el ingreso del virus al
tracto respiratorio quedando atrapado en las membranas mucosas para pasar a los ganglios
linfaticos para tener un breve periodo de viremia y pasar al periodo de latencia de 4 a 14
dias, durante este periodo se multiplica en el sistema reticuloendotelial llegando a invadir
las membranas mucosas de la boca y faringe (Breman & Henderson, 2002). Este virus
invade el epitelio capilar en la piel dando como resultado el desarrollo de lesiones

orofaringeas y cutaneas (Breman & Henderson, 2002).
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La fiebre amarilla tuvo su periodo de propagacion a finales del siglo XVIII con
100-150 mil muertes (Galeana, 2020). Se encuentra dentro de las llamadas fiebres
hemorrégicas virales, esta es causada por el virus de la fiebre amarilla que pertenece al
grupo de los arbovirus, en la familia de los togavirus y en el género flavivurs, con una
mortalidad del 5%, llegando a fallecer del 20%-50% de los pacientes en los casos graves
(Angel & Valdés, 2017). Este virus tiene como reservorios naturales a animales como: los
monos, cobayos, ratones y el mosquito; siendo el mosquito su transmisor por medio de la
picada de este artropodo, permitiendo de esta forma la penetracion del virus por la piel para
pasar a los ganglios linfaticos para multiplicarse y pasar a érganos principales para producir
necrosis en las células infectadas de los 6rganos como: higado, rifiones, corazén y medula

6sea (Angel & Valdés, 2017).

El virus de la influenza ha sido participe de diferentes brotes de gripes en la
antiguedad desde la llamada Gripe rusa asiatica (A H2N2) de 1889 a 1890 con 1 millon de
muertes, posteriormente entre los afios 1918 a 1919 surge la Gripe o influenza esparfiola
(AH1N1) que cobr6 con 50-100 millones de vidas, la Gripe asiatica (H2N2) en los afios
1957 y 1958 con alrededor de 1.1 millones de muertes y la Gripe porcina (H1N1) del 2009
al 2010 con 575mil muertes (Galeana, 2020; Huerta LOpez, 2014). Este virus es uno de los
mas contagiosos por su alta capacidad de mutacion en su genoma, por esta razon los
anticuerpos suministrados en vacunas anuales contra el virus solo protegen de forma parcial
al paciente, por lo tanto se debe modificar anualmente nuevos determinantes antigénicos

(Huerta Lopez, 2014).
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El VIH-SIDA ha existido desde 1981 al presente con aproximadamente 41 millones
de muertes (Cordero, 2017). El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un
retrovirus que genera una afeccion al sistema inmune, provocando una inmunodeficiencia
en el sistema, debido a que los linfocitos T CD4 son eliminados poco a poco del sistema
inmune de la persona enferma sin tratamiento con antirretrovirales (TAR) (Cordero, 2017).
La resistencia del virus es uno de los principales desafios para la cura de la infeccién, ya
que, desde que el virus entra en el organismo el sistema inmunoldgico no puede reconocer

y atacar al VIH en fase latente (Chen et al., 2022).

El virus del Ebola (EVE) es un virus que pertenece a la familia filoviridae, dentro
del género Ebolavirus, identificada desde 2014 a 2016 con 11.3 mil muertes
aproximadamente, siendo una enfermedad que provoca fiebre hemorragica, con una tasa
de mortalidad alta con el 50% (Kiiza et al., 2020). EIl reservorio natural de este virus es
principalmente el murciélago, siendo considerado un virus zoonético, el virus al ingresar
al organismo por medio de las membranas mucosas y llega a atacar a las células dendriticas,
monocitos y macréfagos, para poder llegar a los ganglios linfaticos y poder multiplicarse

y provocar dafio tisular (Kiiza et al., 2020).

Los coronavirus son otros virus que han provocado pandemias a lo largo de la
historia comenzando con el SARS-CoV del 2002 al 2003 con 919 muertes, el MERS-CoV
desde el 2012 al presente con 850 muertes y el Coronavirus (SARS-CoV-2) desde el 2019

al presente con 5.96 millones de muertes (Yang et al., 2020).
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Cuadro 1. Pandemias causadas por virus a través de la historia.

Las pandemias a traves de la historia

Pandemia Siglo/Afio Numero de muertes
Viruela 1520-1980 56M
Fiebre amarilla Finales S. XVIII 100-150K
Gripe Rusa 1889-1890 1M
Gripe espafiola 1918-1919 50-100M
Gripe asiatica 1957-1958 1.1M
VIH-SIDA 1981-presente 41M
SARS 2002-2003 919
Gripe porcina 2009-2010 575K
EBOLA 2014-2016 11.3K
MERS 2012-presente 850

Coronavirus (COVID-19) 2019-presente 5.96M
M=Millones, K=Miles

Historia de pandemias generadas por diferentes tipos de virus (Octavio-Aguilar & Tolentino
Mendoza, 2023; Yang et al., 2020).

En la actualidad se ha evidenciado que los virus gue se encuentran estrechamente
relacionados taxonémicamente han evolucionado y provocado pandemias catastréficas que
afectan al ser humano e incluso a los animales, siendo estos ultimos huéspedes naturales

de estos agentes infecciosos.

Desde mediados de la década de 1960, se han identificado los coronavirus humanos,
un tipo de virus que puede afectar diferentes huéspedes incluyendo el ser humano y otras
especies animales (Kahn & Mclintosh, 2005). Dentro de los coronavirus humanos causantes
de pandemias a lo largo de la historia tenemos al SARS-CoV identificado por primera vez
en el afio 2002, MERS-CoV identificado en la Peninsula Arabiga en el 2012 y el mas

virulento el SARS-CoV-2 identificado en el afio 2019 (Drexler et al., 2014). Sin embargo,
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desde finales de la década de 1930 se identificaron coronavirus de animales, que afectan
bovino, felinos y otras especies. Algunos ejemplos de estos virus son: el coronavirus
bovino (BCoV), el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) y el virus de la bronquitis

infecciosa aviar (IBV)(Drexler et al., 2014).

EI BCoV es un tipo de coronavirus que causa enfermedades entéricas y respiratorias
en las vias superiores e inferiores en el ganado y se encuentra relacionado con el
coronavirus en humanos, aungue existe variabilidad entre las cepas del BCoV en el gen S
(espiga). Es un virus de ARN monocatenario y pertenece a la familia Coronaviridae, género
Betacoronaviridae (Zhu et al., 2022). La transmisidn de este virus es entre especies via
fecal-oral y respiratoria causando sintomas de diarrea y afecciones en el tracto respiratorio
en el ganado (Zhu et al., 2022). El virus esta relacionado con distintos sindromes en el
ganado como: la diarrea de terneros (CD), disenteria invernal (WD) con diarrea

hemorragica en adultos e infecciones respiratorias (Saif, 2010).

El coronavirus felino (FCoV) pertenece a la familia Coronaviridae y género
Alphacoronavirus; tienen una prevalencia del 90% en los animales que conviven con mas
de dos gatos domésticos o silvestres (Valencia et al., 2021). Se infectan de forma oro-nasal
y el animal presenta sintomatologia respiratoria, en el tracto respiratorio superior. Se
dividen en dos biotipos: el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV) y el coronavirus
entérico felino (FECV), el FECV afecta a los enterocitos, el animal presenta sintomas de
enteritis leves, cabe resaltar que cuando se producen mutaciones gendmicas en este tipo de
virus, estos se convierten en el biotipo FIPV que produce infeccion en los monocitos y

macrofagos(Valencia et al., 2021).
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El virus de la bronquitis infecciosa aviar (IBV) por coronavirus aviar, pertenece a
la familia Coronaviridae y al género Deltacoronavirus; suele afectar a las aves de la
especie Gallus gallus (Quinteros et al., 2022). Se replica en el tracto respiratorio superior
y entra a las células huésped por viropexis, se caracteriza por que el animal presente
conjuntivitis, estertores traqueales, tos, estornudos y secrecion nasal; provocando lesiones
en multiples partes del tracto reproductivo y sus células diana son las ciliadas y

granulares(Quinteros et al., 2022).

La caracteristica general de estos coronavirus es que producen infecciones
respiratorias y entéricas. Las infecciones producidas por estos virus afectan las vias
respiratorias superiores y desarrollan dificultad para respirar llegando a necesitar la ayuda
de respiracion mecanica (Octavio-Aguilar & Tolentino Mendoza, 2023; Weiss &

Leibowitz, 2011).

2.2 Generalidades de los coronavirus

2.2.1 Taxonomia

Los coronavirus pertenecen al reino Riboviria, orden Nidovirales, familia
Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae y poseen cuatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (Figura 2) (Octavio-Aguilar &
Tolentino Mendoza, 2023). El género Betacoronavirus se subclasifica en cuatro linajes
(A,B,CyD), enel 2018 se reclasificaron estos linajes como subgénero de Betacoronavirus
y se renombraron de la siguiente manera: Embecovirus (anteriormente A), Sarbecovirus
(anteriormente B), Merbecovirus (anteriormente C), Nobecovirus (anteriormente D) y se

agregod el Hibecovirus (Wong et al.,, 2019). Los géneros Alphacoronavirus y
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Betacoronavirus afectan solo a mamiferos y su origen se encuentra en el murciélago (Kahn
& Mclintosh, 2005). Los Gammacoronavirus y Deltacoronavirus infectan aves y algunos

de estos pueden infectar a los mamiferos (Cui et al., 2019).

Un grupo de estudio llamado Coronaviridae Study Group (CSG) perteneciente a el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), se encarga de la clasificacion de los
virus y la nomenclatura taxonémica de la familia Coronaviridae (Das et al., 2021).
El nuevo coronavirus fue identificado en el 2019 y el CSG le asign6 el nombre de SARS-
CoV-2 basandose en el nombre ya establecido para virus de esta especie y en relacién a la
distancia de este nuevo virus con el SARS-CoV, en un arbol filogenético de distancia de

coronavirus (Gorbalenya, Baker, et al., 2020).

Especificamente el SARS-CoV-2 se agrupa filogenéticamente en un mismo clado que el
SARS-CoV para la especie de coronavirus relacionada con el sindrome respiratorio agudo
severo, a diferencia con MERS-CoV, que se encuentra mas distante filogenéticamente de
SARS-CoV y SARS-CoV-2 (Figura 3) (Gorbalenya, Baker, et al., 2020). Sin embargo,
tanto SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-CoV se encuentran en el género,

Betacoronavirus (Yan et al., 2020).
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Order: Nidovirales

Family: Arteriviridae
Family: Roniviridae
Family: Mesoniviridae
Family: Coronaviridae
t Subfamily: Torovirinae
Subfamily: Coronavirinae f Alphacoronavirus 1

— Genus: Alphacoronavirus HCoV-229E
1 HCoV-NL63
Murine coronavirus
~— LineageA HCoV-0C43
HCoV-HKU1
LineageB —— SARS-CoV
—— Genus: Betacoronavirus ——=< MERS-CoV
Lineage C BtCoV-HKU4
BtCoV-HKUS5
“~ LineageD — BtCoV-HKU9

— Genus: Gammacoronavirus Avian coronavirus

—— Genus: Deltacoronavirus BuCoV-HKU11

Figura 2. Esquema de clasificacidon taxondémica de coronavirus

En la imagen se aprecia la taxonomia de los coronavirus desde su orden (Nidovirales), familia
(Coronaviridae), subfamilia (Coronavirinae) y sus cuatro géneros (Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus, Deltacoronavirus). En el género Betacoronavirus se presentan los linajes A, B, Cy D.

Orden “Order”, familia “Family”, subfamilia “Subfamily”, género “genus” y linaje “lineage” (Yan et al.,
2020).
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Rousettus bat coronavirus HKUS
Eidolon bat coronavirus C704*
Pipistrellus bat coronavirus HKUS
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Middle East respiratory syndrome-related coronavirus
Hedgehog coronavirus 1
Murine coronavirus
Human coronavirus HKU1
China Rattus coronavirus HKU24
Betacoronavirus 1
Myodes coronavirus 2JL14*
Human coronavirus NL63
Human coronavirus 229E

Figura 3. Arbol filogenético de los coronavirus.

Arbol filogenético de méaxima probabilidad 1Q-TREE que representa trece especies de virus y cinco
representantes de Coronavirus del género Betacoronavirus relacionados con el sindrome respiratorio agudo
severo. El soporte de las ramas se estimd usando la prueba de Indice de probabilidad aproximada de
Shimodaira-Hasegawa (SH) con 1000 réplicas. El arbol tiene como raices a los virus HCoV-NL63 y HCoV-
229E, que representan dos especies del género Alphacoronavirus. El rojo intenso representa los virus
zoonéticos con patogenicidad variable en humanos y el color amarillo a virus respiratorios comunes que
circulan en humanos. Los asteriscos indican especies de coronavirus cuyas demarcaciones y nombres estan

por aprobacion de la ICTV y por esta razén los nombres no estan en cursiva (Gorbalenya, Baker, et al.,

2020).
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2.2.2 Estructura

Los coronavirus son virus de ARN monocatenario (sSRNA) de cadena positiva, se
caracterizan por producir un ARN mensajero subgendémico (sg ARNm) que se encarga de
codificar proteinas estructurales y accesorias (Subissi et al., 2014). Los viriones consisten
en una envoltura (membrana externa) compuesta de lipidos y proteinas, muchas de ellas
derivadas de la célula en la cual el virus se ensambla. Las proteinas asociadas a la
membrana externa son: la proteina de membrana (M), la de envoltura (E) y la glicoproteina
principal llamada espiga (S) en forma de punta que le otorga al virion un parecido a una
corona, de ahi su nombre coronavirus (Figura 4 ) (Octavio-Aguilar & Tolentino Mendoza,
2023; Payne, 2017). La envoltura rodea la nucleocépside que contiene el material genético

que esta asociado a una proteina Ilamada nucleoproteina (N) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Proteinas estructurales del coronavirus.

Proteinas
estructurales

Abreviatura

Funcién

Glicoproteina
espiga

Proteina de
membrana

Proteina
nucleocapside

Proteina de
envoltura

Proteina
Hemaglutinina
esterasa

Proteina glicosilada que sirve para la union y fusion del
virus en la célula.

Proteina més abundante del virion, contiene tres
dominios hidrofdbicos, juega un papel importante en la
cobertura y le brinda una curvatura a la membrana.

Proteina que forma homodimeros y homooligémeros y
se une al ARN genomico, empaquetandolo en una
nucleocapside larga y flexible. Papel importante en el
ensamblaje y gemacion del virion, modulacion del ciclo
celular e inhibicién de la traduccion de la célula huésped.

Proteina en menor cantidad en el virion, se ensambla en
membranas para formar canales i6nicos, es una
viroporina (que influyen en el equilibrio electroquimico
en los compartimientos subcelulares).

HE

Glicoproteina que se une a unidades de acido sialico en
glicoproteinas y glicolipidos, su actividad esterasa
elimina los grupos acetilo del &cido sialico O-acetilado,
por lo que es una enzima destructora de receptores. Se
encuentra en algunos Betacoronavirus.

Se presentan las proteinas estructurales de los coronavirus con su respectivo nombres, abreviatura y funcion

que cumplen en el virus (Payne, 2017).
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Lipidos de membrana
(tomados de la célula
hospedera)

Proteinas de
nucleocapside (N)

Proteina de
membrana (M)

ARN monocaternario
positivo
(ssRNA)

Proteina de
envoltura (E)

Figura 4. Estructura de los Coronavirus

Se observan las proteinas estructurales M, E, Sy N. La proteina S se proyecta hacia fuera de la envoltura. El
material genético ssRNA con una longitud de 30 kb se observa dentro de la nucleocapside (Octavio-

Aguilar & Tolentino Mendoza, 2023).
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Los coronavirus son considerados virus grandes y generalmente esféricos con un
diametro de entre 100 a 160 nm de ancho, su genoma varia de 25 a 32 kilobases (kb), siendo
este uno de los genomas de virus de ARN mas grandes hasta el momento conocidos (Cui
etal., 2019; King et al., 2011; Maclachlan & Dubovi, 2017). EI genoma de este virus esta
compuesto por aproximadamente 29.903 nucleo6tidos (NTP) y 10 marcos abiertos de
lectura (ORF) (Payne, 2017). Los dos tercios del genoma se encargan de codificar proteinas
no estructurales (nsps) necesarias para la transcripcion y replicacion del genoma viral. En
el extremo 5”se encuentra el gen de la replicasa, compuestos por dos ORF llamados 1ay
1b, y en el extremo 3" se encuentra una cola poliA (King et al., 2011). EI ORF1a codifica
la poliproteina la (ppla) escindida por proteasas del virus en once proteinas no
estructurales (nspl-nspll), en el ORF1b se codifican cinco proteinas no estructurales
(nsp12-nsp16) luego del procesamiento por proteasas virales que se encuentran en la

poliproteina 1lab (pplab) (Cuadro 3) (Figura 5) (Subissi et al., 2014).

En el genoma del coronavirus hay diferentes tipos de nsps y dentro de estas se
encuentra la (nspl2), esta es la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) con 930

aminoacidos.
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Cuadro 3. Proteinas no estructurales del coronavirus

Proteinas no estructurales

Funcién

nsp 1

Antagonista de la induccion y sefializacion del
interferdn(IFN) (no se encuentra en todos los
coronavirus).

Bloquea la traduccion del ARNm de la célula huésped

0 promueve la degradacion del ARNm celular del

ARNmM del huésped, incluido el ARNm del interferon.

nsp 2

No conocida, se une a proteinas prohibitivas

nsp 3

Dominios de proteasa tipo papaina/deubiquitinasa bloquea
la activacion de IRF-3 y la sefializacion de NF-xB.
Dominios tipo ubiquitinal (Ubil) y &cido interacttan con
la proteina N.

Mac2,Mac3,PLpro bloguea la accién p53.

Macl, Mac2, Mac3(macrodominios tienen actividad ADP-
ribosilhidrolasa), interfiere con la actividad antiviral
inducida por IFN, promueve la expresion de citocinas
proinflamatorias del huésped.

Dominios Ubi2,unién de &cido nucleico (NAB), G2M, y
funciones desconocidas.

nsp 4

Proteina de Andamio transmembrana,interviene en la
remodelacion de membranas y estructura adecuada de las
vesiculas de doble membrana (DMV).

nsp 5

Proteasa principal (Mpro), escinde la poliproteina viral e
inhibe la induccién del INF.

nsp 6

Proteina de Andamio transmembrana.

nsp 7

Cofactor con nsp8,formando un gran complejo con nsp8
para unirse a nsp12.

Es responsable de la replicacion y transcripcion del
genoma viral

nsp 8

Actla como cofactor con nsp7,formando un gran
complejo con nsp7 para unirse a nspl2.

Responsable de la replicacion y transcripcion del
genoma virual.

El complejo puede funcionar como una abrazadera de
procesividad para el RARp.

nsp 9

Proteina de uniéon a ARN monocatenario.

nsp 10

Cofactor de unién al zinc para la 2'-0- metiltransferasa
(nsp16) y nspl14, formando heterodimeros con ambos y
estimula la actividad ExoN y 2-0-MT.

Contribuye a la fidelidad de la replicacion CoV.
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nsp 12

ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRd).
Se une a sus cofactores esenciales,nsp7 y nsp8, para
ensamblar el complejo de sintesis de ARN

nsp 13

5' trifosfatasa (sintesis de cap), ARN helicasa

nsp 14

N7-metiltransferasa, agrega cap 5'a los ARN virales.
Exonucleasa Exo N3'-5' (proporciona una funcion de
correccion para el coronavirus RdRp).

Interfiere con la actividad antiviral inducida por IFN.

nsp 15

Endonucleasa viral Nendo U (escinde el ARN
monocatenario y bicatenario aguas debajo de los residuos
de uridilato, produciendo 2 a 3 fosfatos ciclicos).

nsp 16

2'-0-metiltransferasa(2'-0-MT) (sintesis de cap)
Protege el ARN viral del reconocimiento de la proteina 5
asociada a la diferenciacion del melanoma (MDAD).

Productos de poliproteinas lay 1b.

Se muestran las 16 proteinas no estructurales (nsp1-nsp16) con el nombre y la funcion. (Payne, 2017; Y.

Wang et al., 2020).
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Figura 5. Organizacién del genoma en los coronavirus

El genoma del coronavirus con su tamafio aproximado, su organizacion, comenzando con el extremo
5, seguido de la region del ORF1a, ORF1b y la regién de los ORF que codifican las proteinas estructurales
(S,E, My N) (Payne, 2017).
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2.2.3 Replicacion

En los coronavirus la transcripcion y la replicacion del genoma viral se realiza en
el citoplasma (Payne, 2017). Sin embargo, antes de que ocurran estos procesos es necesario
que el virus entre en la célula. Una vez en el interior, el virus utiliza la maquinaria de la

célula para producir los viriones e infectar otras células sanas.

La entrada del virus a la célula huésped puede ser por medio de dos rutas: la
endocitosis o la fusion directa con la superficie celular (Cabanillas, et al., 2021). En la ruta
de endocitosis el virus es encapsulado por el endosoma, luego de la unién al receptor, es
necesario un ambiente acido generado por la disminucion del pH mediada por lisosomas,
el cual se requiere para la liberacion de la nucleocapside al citoplasma (Cabanillas, et al.,
2021). Por otro lado, la ruta de la fusion directa con la superficie celular ocurre después de
la unién del dominio de union al receptor (RBD) de la subunidad S1 de la proteina S del
virus con el receptor, esta fusion ocurre con la escision proteolitica que permite la fusion

de la membrana viral con la membrana de la célula huésped (Cabanillas, et al., 2021).

La unién del virus con la célula huésped ocurre mediante la interaccion de la
proteina estructural del virus, la proteina S y un receptor. Existen diferentes receptores
dependiendo del tipo de coronavirus. (Cuadro 4) (Fehr & Perlman, 2015). Los sitios donde
se une la proteina S y el receptor se denominan sitios de los dominios de union al receptor
(RBD) y la posicion donde se localizan estos sitios varia segun el virus, sin embargo, la
unién de proteina S y receptor es uno de los principales determinantes para que el virus

infecte a la célula huésped, esta union entre proteina S y receptor da lugar a que la proteina
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S se coloque muy cerca de alguna proteasa de la célula huésped para que se realice el

siguiente proceso (Fehr & Perlman, 2015; Maclachlan & Dubovi, 2017).
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Cuadro 4. Receptores de coronavirus.

Virus

Receptor

Alfacoronavirus

Coronavirus canino (CCoV)

Aminopeptidasa N canina(cAPN)

Coronavirus felino (FCoV)

Aminopeptidasa N (APN) o
lectina tipo C de células
dendriticas (DC-SING)

Coronavirus de la peritonitis infecciosa
felina (FIPV)

Aminopeptidasa N felina (FAPN)

Coronavirus humano 229E (HCoV-229E)

Aminopeptidasa N humana
(hAPN)

Coronavirus humano NL63 (HCoV-NL63)

Enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2)

Virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV)

Aminopeptidasa N (APN)

Coronavirus respiratorio porcino (PRCoV)

Aminopeptidasa N porcina
(pAPN)

Virus de gastroenteritis transmisible (TGEV)

Aminopeptidasa N porcina
(pAPN)

Betacoronavirus

Coronavirus de la hepatitis murina (MHV)

Molécula 1 de adhesion celular
relacionada con el antigeno
carcinoembrionario
(CEACAM1) murino

Coronavirus bovino (BCoV)

Patrén de acido 5-N-acetil-9-O-
acetilneuraminico (Neu5,9Ac2)

Coronavirus humano OC43 (HCoV-0C43)

Patrén de acido 5-N-acetil-9-O-
acetilneuraminico (Neu5,9Ac2)

Coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV)

Enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2)

Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
angiotensina 2 (ACE2)

(SARS-CoV-2)

Enzima convertidora de Severo

Coronavirus del sindrome respiratorio
de Oriente Medio (MERS-CoV)

Dipeptidil peptidasa 4 (DPP4)

Coronavirus de murciélago (RaTG13)

Enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2)
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Gammacoronavirus
Virus de la bronquitis infecciosa (IBV)

por coronavirus aviar Acido sialico con enlaces alfa2,3
Deltacoronavirus
Deltacoronavirus porcino (PDCoV) Polisacaridos no almidonosos

(PNA) Porcino

Receptores de membrana de diferentes tipos de coronavirus con su nombre y abreviatura (Cantoni et al.,
2022; Fehr & Perlman, 2015; Huang et al., 2020; Quinteros et al., 2022; Valencia et al.,
2021; Y. Wang et al., 2020).
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Luego de la union de la proteina del virus al receptor, ocurre la fusion de la
membrana viral con la celular, el proceso ocurre mediante escision proteolitica por medio
de una catepsina o proteasa (como la TMPRSS2), propiciando un ambiente &cido en el
medio (Fehr & Perlman, 2015). Es importante mencionar que la proteina S esta conformada
por dos subunidades la S1 (esta region contiene el RBD) y S2 (contiene el dominio (HR) y
dentro de este HR1 y HR2), el proceso de escision de la proteina S se produce en dos sitios:
dentro de la porcion del limite de S1/S2 (en esta escision el RBD y el dominio de fusion
de la proteina S son separados por medio de la catepsina L) y la escision en la porcion S2°
( esta escision expone el péptido de fusion (FP) que se inserta en la membrana celular)
(Fehr & Perlman, 2015; Payne, 2017). Las subunidades HR1y HR2 forman un haz de seis
estructuras helicoidales (6-H), siendo este un componente esencial para la fusion viral, ya
que, esta estructura favorece la union en la membrana de la célula huésped, teniendo como
resultado la fusion de las dos membranas virus-célula dianay por consiguiente la liberacién

del genoma viral en el citoplasma (Figura 6 ) (Huang et al., 2020).
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Figura 6. Union y fusion del virion del coronavirus a la célula huésped y la proteina S

con sus subunidades (Huang et al., 2020).
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Una vez el virus entra a la célula diana, comienza el proceso de traduccion del
genoma viral por medio de los ribosomas de la célula infectada, luego a partir del ARN
gendémico del virus se traducen las poliproteinas (ppla) y (pplb), partes de los dos ORF
del genoma viral (Simabuco et al., 2021). La pplb se produce en fusion con la ppla por
medio de un desplazamiento de marco de lectura -1, generando la ppla (sin desplazamiento
de marco) y la pplab (con desplazamiento de marco) (Fehr & Perlman, 2015; Simabuco et
al., 2021). El cambio de marco de lectura se produce por la secuencia en el genoma 5-
UUUAAAC-3" y una estructura secundaria del ARN posicionada antes del codon “stop”
del ORF ppla, provocando una pausa en la lectura del ribosoma y la traduccion de pplb

ORF fusionado con ppla ORF, generando la poliproteina pplab (Fehr & Perlman, 2015).

Las poliproteinas pplay pplab, son objeto de escision proteolitica para formar las
proteinas no estructurales (nspl-nspl6). La escision se genera por medio de 2 proteasas:
nsp3 y nsp5, la escision con nsp3 genera nspl,nsp2 y nsp3, y nsp5 escinde otros sitios para

generar las proteinas no estructurales faltantes (Simabuco et al., 2021).

La proteina no estructural nsp12, es la ARN polimerasa dependiente de ARN, y se
encarga de ensamblar el complejo de replicacion y transcripcion (RTC) (Simabuco et al.,
2021). ElI RTC se encarga de generar ARN negativos monocatenarios (SSARN-),
incluyendo copias de ARN genomico y de los ARN subgenomico que sirven como

plantillas para producir el genomay el ARNm (Simabuco et al., 2021).

La replicacion del genoma viral comienza con la sintesis de copias en sentido
negativo que funcionan como plantilla para sintetizar ARN genomico de sentido positivo,

cabe mencionar que los coronavirus del orden Nidovirales tienen una transcripcion
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discontinua (V’kovski et al., 2021). Los ARN gendmicos sintetizados se utilizan para la
traduccion y la produccion de nsps y el RTC, esto ocurre por medio de la produccién de
un conjunto de ARN subgenomicos coterminales 5" y 3" anidados (V’kovski et al., 2021).
En la producciéon del ARN de sentido negativo el RTC interrumpe la transcripcion al
encontrarse con las secuencias reguladoras transcripcionales (TRS), situadas aguas arriba
de los ORF de las proteinas estructurales en el tercio 3" del genoma viral (Simabuco et al.,
2021; V’kovski et al., 2021). En los TRS la sintesis de ARN de sentido negativo se detiene
y se reinicia en el TRS adyacente a una secuencia lider (TRS-L) ubicada a 70 nucleétidos
del extremo 5” del genoma (V’kovski et al., 2021) La discontinuidad de la sintesis del ARN
del coronavirus involucra la relacién entre los TRS complementarios del ARN negativo
naciente y el ARN gendmico positivo (TRS-L sentido positivo), cuando se reinicia la
sintesis de ARN en la region TRS-L, se agrega la copia de la cadena negativa de la
secuencia lider del ARN naciente con el proposito de completar la sintesis de los ARN
subgendmicos negativos (Figura 7) (V’kovski et al., 2021). La discontinuidad de la sintesis
del ARN negativo tiene como resultado generar un conjunto de ARN subgenémico
negativo que se utiliza como plantilla para la sintesis de un conjunto anidado caracteristico
del ARNm subgendmico positivo que se utiliza para la traduccion de proteinas estructurales
y accesorias (Simabuco et al., 2021; V’kovski et al., 2021). Generalmente los coronavirus
se recombinan mediante recombinacion homologa y no homdloga, esta capacidad se
encuentra relacionada con la capacidad del cambio de cadena de la RdRp (Fehr & Perlman,

2015).
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I: Genome replication from full-length negative-sense genomic RNA
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Figura 7. Replicacion y transcripcion del coronavirus

La sintesis de ARN negativo con un cambio de plantilla de secuencias reguladoras de la transcripcion

(TRS-B) a la TRS lider (TRS-L) para producir un ARNm subgenémico (V’kovski et al., 2021).
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El ARN gendmico y los ARNm de los diferentes ORFs estructurales, son utilizados
en la traduccion para sintetizar las proteinas estructurales del virus que son esenciales para
el ensamblado viral. La proteina N interactda con el ARN genomico para la formacion de
la nucleocépside en el citosol y las otras proteinas estructurales S, E 'y M se dirigen al
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) para poder traducirse e integrarse en la membrana
del RER para seguir por la via secretora, y de esta forma se produce el ensamblaje del virus,
cuando las proteinas generadas se dirigen por la via secretoria al reticulo endoplasmatico
compartimento intermedio de Golgi (ERGIC), donde se realiza el ensamblaje de los
genomas Vvirales encapsulados junto con las proteinas estructurales por medio de
membranas producidas por el ERGIC, para producir viriones maduros (Fehr & Perlman,

2015).

Finalmente, luego del proceso de ensamblaje, los viriones se transportan a la
superficie celular en vesiculas y se liberan por medio de la exocitosis para que los viriones
maduros puedan infectar a otras células sanas y se realice el ciclo celular del virus

(Figura 8).

41



Ciclo de vida del Coronavirus
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Figura 8. Ciclo de vida de los Coronavirus.

Unién y fusién del virion con la célula huésped, endocitosis, transcripcion, replicacion, ensamblaje y
exocitosis de los viriones maduros (Waters, 2022).
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2.2.4 Coronavirus y enfermedades infecciosas

Los coronavirus evolucionan rapidamente como resultado de la alta tasa de
mutacion, recombinacion y capacidad de infectar diversas especies y tipos de células,
causando brotes y enfermedades infecciosas en humanos y animales. Los coronavirus son
causantes de enfermedades infecciosas en animales con afecciones desde enteritis en vacas,
cerdos, enfermedades en el tracto respiratorio superior y renal en pollo y las infecciones
respiratorias potencialmente letales en humanos (Wang et al., 2020). En la década de 1930
el coronavirus de animales con mayor relevancia fue el virus de la bronquitis infecciosa,
fue uno de los primeros coronavirus aislados, procedentes de aves de corral. En la
actualidad sigue siendo una de las enfermedades infeccionas que genera un gran problema
econdmico a nivel mundial en las producciones comerciales aves de alta densidad (Payne,
2017). Los coronavirus humanos (HCoV) eran unicamente asociados con enfermedades
leves del tracto respiratorio, capaces de causar “resfriados comunes” entre un 15% y 25%
y fue hasta el afio 2002 con el brote de SARS que estos virus comenzaron a evolucionar y
tomar mayor virulencia a través de los afios hasta la actualidad (Payne, 2017). La mayoria
de los coronavirus animales y humanos se transmiten por via fecal-oral infectando
inicialmente las células epiteliales, el virus produce sintomas respiratorios o diarreas y

algunos de ellos son causantes de enfermedades graves o mortales (Payne, 2017).

Los coronavirus animales causan infecciones graves en el ganado, cerdo, vacas,
pollos, aves, perros y gatos (Wang et al., 2020). Los virus de la gastroenteritis transmisibles
(TGEV) vy el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) causan gastroenteritis en
lechones, provocando una gran morbilidad, muerte y pérdidas econdmicas (Hasoksuz et

al., 2020; Wang et al., 2020). El virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina
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(PHEV) causa infecciones entéricas y afecta al sistema nervioso provocando encefalitis,
vomitos y pérdida de peso (Y. Wang et al., 2020). El coronavirus FCoV causa infecciones
en los gatos y puede presentar o no sintomas con una infeccion persistente, sin embargo
como resultado de mutaciones se puede generar la cepa virulenta FIPV que causa la
enfermedad letal llamada peritonitis infecciosa felina (PIF) (Y. Wang et al., 2020). El
coronavirus bovino, de rata y el IBV causan infecciones del tracto respiratorio de leves a
graves en ganado vacuno, ratas y pollos; causando pérdidas por la disminucién en la
produccidn en la industria ganadera, debido a las enfermedades respiratorias graves que
provoca, junto con diarrea, deshidratacion y pérdida de peso (Y. Wang et al., 2020; Q. Zhu
etal., 2022). El coronavirus animal mas estudiado es el virus de la hepatitis murina (MHV),
es tomado como un modelo para estudiar los conceptos basicos de la replicacion,
patogénesis y respuesta inmune de los coronavirus. Este virus causa enfermedades
respiratorias, entéricas, neuroldgicas y hepaticas que afectan gravemente a ratones (Y.
Wang et al., 2020). Existe diferentes cepas de MHYV, entre ellas se encuentra la MHV-1
que produce enfermedades respiratorias graves, la MHV-3 que produce hepatitis, ya que,
induce lesion celular por medio de la activacion de la cascada de coagulacion por la via
dependiente de fgl2/fibroleucina y la JHMV causante de encefalitis y otras enfermedades

agudas o crénicas (Hasoksuz et al., 2020; Y. Wang et al., 2020).

Los coronavirus humanos captaron la atencion de la comunidad cientifica con la
identificacion de SARS-CoV, ya que, antes se creia que los coronavirus humanos
solamente causaban infecciones respiratorias leves (Fehr & Perlman, 2015). En humanos
se han identificado varios coronavirus entre los que se incluyen: HCoV-229E, HCoV-

NL63, HCoV-0C43 y HCoV-HKUL. El HCoV-229E y HCoV-0OC43 fueron aislados hace
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casi 50 afos, por el contrario, HCoV-NL63 y HCoV-HKUL1 se identificaron después del
brote de SARS-CoV (Y. Wang et al., 2020). HCoV-229E y HCoV-NL63 tienen su origen
de un ancestro comun y divergieron hace 200 afios; en cambio el HCoV-0OC43 se encuentra
relacionado con el BCoV y por esta relacion se puede transmitir de humanos a vacas (Y.
Wang et al., 2020). Estos coronavirus mencionados son endémicos, son tolerantes a la
variabilidad genética y causan infecciones del tracto respiratorio entre un 15% y 30% y
afectan gravemente a neonatos, ancianos y personas que Se encuentren

inmunocomprometidas (Fehr & Perlman, 2015).

El SARS-CoV fue identificado en China en la provincia de Guangdongk durante el
brote del 2002-2003 y tiene una tasa de mortalidad cercana al 50% en personas mayores
de 60 afios (Y. Wang et al., 2020). Se conoce que el SARS-CoV se encuentra relacionado
con los murciélagos, de estos se propago a animales intermediarios y de ellos a los humanos
(Y. Wang et al., 2020). EI SARS-CoV infecta principalmente a las células epiteliales del
pulmon, sin embargo, el virus puede entrar a traves de los macréfagos y células dendriticas
y producir una infeccién abortiva. Estas células inducen citocinas proinflamatorias y la
respuesta reducida de las células T lo que contribuye con la enfermedad (Y. Wang et al.,
2020). En el suero de los pacientes que tienen el virus se encuentran elevadas este tipo de
células, por lo que se cree que la respuesta del huésped es responsable de gran parte de los

signos y sintomas clinicos (Y. Wang et al., 2020).

En el 2012 surgié el MERS-CoV en el Medio Oriente, causante de infeccion en el
tracto respiratorio altamente letal (Su et al., 2016). Hasta septiembre del 2019 este virus se

estimaba con una tasa de letalidad de aproximadamente el 35% (Y. Wang et al., 2020). La
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transmision de MERS-CoV es por medio del contacto directo o indirecto de camellos, sin
embargo, el reservorio natural es el murciélago, ya que se han identificado dos BtCoV (el
Tylonycteris HKU4 y el Pipistrellus HKUS) relacionados con MERS-CoV, siendo una

enfermedad de origen zoonotico (Y. Wang et al., 2020).

El SARS-CoV-2 fue identificado en el afio 2019 en la ciudad Wuhan de la provincia
Hubei en China, en un paciente que presentd neumonia atipica luego de visitar esta ciudad
(Hasoksuz et al., 2020). Se identifico un 89% de nucledtidos relacionado con el coronavirus
de murciélago (CoVZXC21) y en un 82% relacionado con el SARS-CoV, por esta razon
se denomina SARS-CoV-2 (Hasoksuz et al., 2020). EI SARS-CoV-2 puede transmitirse
desde su reservorio natural a un huésped intermediario o de persona a persona y causar la
infeccion de las células epiteliales del tracto respiratorio (Hasoksiz et al., 2020). Este virus
ha tenido una evolucion muy rapida debido a la cantidad de mutaciones que se generan en
el genoma, provocando la aparicion de nuevas variantes con una mayor y mas rapida
transmisibilidad y patogenicidad que las anteriores. Por lo tanto, es necesario vigilar la
evolucion viral del SARS-CoV-2 en huéspedes no humanos para el futuro de nuevas

pandemias (Magateshvaren Saras et al., 2022).

2.3 Murciélagos como reservorios de virus

Los murciélagos son uno de los grupos méas grandes de especies de mamiferos con
la facilidad de moverse a largas distancias para luego permanecer en colonias, y son los
huespedes naturales de diversos tipos de virus (lyssavirus, paramyxoviridae, coronaviridae
y filoviridae) (B. Hu et al., 2015; Montecino-Latorre et al., 2020). Se han aislado més de

60 coronavirus de murciélagos y la mayoria de ellos pertenecen al género
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betacoronavirus. Los murciélagos son considerados reservorios naturales de algunos tipos
de coronavirus (F. Lucero Arteaga, 2022; Payne, 2017; Wendong Li, 2005). Se cree que
los principales huéspedes de los alfacoronavirus y betacoronavirus son los murciélagos,
ya que desempefian un papel importante como fuente de genes en la evolucién dentro de
estos dos géneros (B. Hu et al., 2015). El interés por estudiar los murciélagos como
reservorios naturales de coronavirus, surge por los brotes de enfermedades de alto perfil:
SARS-CoV , el MERS-CoV, el SARS-CoV-2, coronavirus del sindrome de diarrea aguda
porcina (SADS-CoV) y el PEDV (Y. W. Huang et al., 2013; Joffrin et al., 2022;

Montecino-Latorre et al., 2020).

El SARS-CoV , MERS-CoV y SARS-CoV-2 son virus de origen zoonoético que
tienen como reservorio natural el murciélago. ElI murciélago de herradura china
(Rhinolophus) ha sido estudiado y se observa que tiene secuencias relacionadas con el
SARS-CoV (Hasoksiz et al., 2020; B. Hu et al., 2015; MacLean et al., 2021; Y. Wang et
al.,, 2020). Por otro lado, se ha estudiado el MERS-CoV y se encontr6 que
filogenéticamente se encuentra relacionado con diversos coronavirus de diferentes especies
de murciélagos en el mundo (B. Hu et al., 2015). Otro coronavirus de humanos relacionado
con los murciélagos es HCoV-229E que fue asociado con el BtCoV, detectado en una
especie de Hipposideros caffer ruber en Ghana y el fragmento del gen RdRp compartia
una identidad del 92% con el CoV, esta evidencia indica que el HCoV-229E tiene un origen
ancestral en los murciélagos (B. Hu et al., 2015). En el 2010 se realizé un estudio en el que
se detectd una estrecha relacion entre HCoV-NL63 y el coronavirus de murciélago
(ARCoV) en un murciélago tricolor norteamericano Perimyotis subflavus, por lo tanto se

alega que se origind en murciélagos (B. Hu et al., 2015).
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Dentro de los coronavirus de animales que guardan relacion con el murciélago y
tienen como reservorio natural al murciélago, se encuentran: el PEDV vy el coronavirus del
sindrome de diarrea aguda porcina (SADS-CoV) (King, 2021; Zhang et al., 2021). El
genoma del virus porcino SADS-CoV comparte 98% de identidad con el BtCoV del
murciélagos de herradura china, pudiendo estos ser reservorios naturales de estos virus

(King, 2021).

Un aspecto importante es la forma cémo se produce la infeccién viral en los
murciélagos, ya que ocurre por medio de una infeccion viral estacional de acuerdo con la
estructura poblacional del huésped y los ciclos de reproduccion. Estos ciclos pueden
encontrarse sincronizados para crear condiciones adecuadas para la transmision viral entre
huéspedes (Joffrin et al., 2022). El parto y la edad pueden ser factores importantes al
momento de la transmision de los CoV en los murciélagos, sin embargo, se necesita
estudiar mas a fondo debido a que los CoV asociados con los murciélagos pueden ser los
responsables de futuros brotes en humanos y animales que afectan a la salud pablicay a la
produccién industrial alimentaria (Joffrin et al., 2022). Un ejemplo de una especie de
murciélagos que son huéspedes de CoV es el murciélago de cola libre Mormopterus
francoismoutoui (RFTB). Esta especie de la Isla Reunion puede formar colonias de hasta
1000 individuos por metro cuadrado y es huésped de un alfacoronavirus (Joffrin et al.,

2020, 2022) .

48



2.3.1 Casos documentados

Los coronavirus transmiten diversas enfermedades en animales y humanos. Los
coronavirus animales pueden causar enfermedades respiratorias, neuroldgicas, entéricas y
hepaticas graves en los huéspedes; por otro lado, los coronavirus humanos pueden afectar
el tracto gastrointestinal y respiratorio (Poon, 2005). Cabe destacar que los coronavirus que
causan enfermedades en humanos y animales, suelen no afectar a los huéspedes naturales

(el murciélago) (Ruiz-Aravena et al., 2022).

Los contagios de coronavirus de murciélagos a humanos en los Gltimos afios han
aumentado provocando mayor zoonosis emergentes, esto se debe a que la cria 'y comercio
de este tipo de animales facilita la transmision de virus entre especies, la caza es otro factor
que facilita el contacto con patdgenos transmitidos por murciélagos (Ruiz-Aravena et al.,
2022). No se tiene mucha informacion sobre si todas las especies de murciélagos tienen la
capacidad para tolerar la infeccion por coronavirus, ya que, se sabe poco sobre la respuesta
inmune de los murciélagos a las infecciones por coronavirus (Ruiz-Aravena et al., 2022).
Sin embargo, en los murciélagos de herradura china (Rhinolophus sinicus) se han detectado
coronavirus de murciélagos que se asemejan genéticamente al coronavirus SARS-CoV
(Chu et al., 2020; Temmam et al., 2022; Wang et al., 2016). SARS-CoV y BtCoV estan
relacionados filogenéticamente y forman un clado bajo el subgénero Sarbecovirus (Chu et
al., 2020). Se han identificado en estudios experimentales Betacoronavirus, que guardan
relacién con los coronavirus SARS-CoV y SARS-CoV-2 del subgénero Sarbecovirus,
detectados en murciélagos Rinoléfidos de Africa y Europa (Kettenburg et al., 2022).

Ademas, se ha confirmado que el SARS-CoV-2 posee una similitud genética del 96,2%
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con el coronavirus de murciélago RaTG13, sin embargo, el SARS-CoV solo posee 79% y

el MERS-CoV 50% de similitud con el RaTG13 (Tang et al., 2020).

En reservorios naturales del virus se puede presentar tropismo en el tracto
respiratorio y en el tracto gastrointestinal. En experimentos con murciélagos frugivoros
jamaicanos se observé una alta carga de ARN de MERS-CoV en el tracto respiratorio y
con menos carga viral en intestinos y otros érganos internos. Por otro lado, en un estudio
con murciélagos Rousettus Leschenaultii, inoculados por via oral con un betacoronavirus,
se encontré ARN viral en los intestinos pero no se observo enfermedad, lo que sugiere que
la especie no es competente para ese tipo de coronavirus (Ruiz-Aravena et al., 2022). Otro
estudio con murciélagos egipcios inoculados de forma intranasal con el virus SARS-CoV-
2, se observo infeccion respiratoria transitoria con carga viral alta en el tracto respiratorio
en el cuarto diay la eliminacion viral oral y fecal en el dia 12 luego de la inoculacién (Ruiz-
Aravena et al., 2022). Con estos experimentos se pudo analizar el tropismo viral y la alta
carga viral tanto en el sistema gastrointestinal y respiratorio de los murciélagos frugivoros
como la presencia del virus en los intestinos de los murciélagos insectivoros (Ruiz-Aravena

etal., 2022).

La prevalencia del coronavirus en murciélagos, estimada por la proporcion de ARN
viral detectado en heces o hisopados orales y fecales, presentan alta variabilidad temporal
y espacial segun estudios con dos 0 mas eventos de muestreo con al menos diez muestras
recolectadas y con informacion de positividad o negatividad de las muestras (Ruiz-Aravena
et al., 2022). Se realizo un estudio con murciélagos en diferentes provincias del este de

Tailandia entre el afio 2008 y 2013 con un total de 626 murciélagos de 19 especies
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diferentes, en este estudio la prevalencia de ARN de coronavirus detectada fue del 7.6% en
13 especies diferentes de murciélagos (Wacharapluesadee et al., 2015). En otro estudio
realizado en 15 provincias de China, durante los afios 2004 al 2006 con un total de 985
murciélagos de 35 especies, la prevalencia que se encontro6 fue del 6.5% con un total de 64
muestras positivas para coronavirus que se encontraron en 10 especies de las 35 (Tang et
al., 2006). Se observé que la diseminacion de coronavirus ocurre en verano u otofio en
Australia y China, en estacion seca en Africa central y Asia y en estaciones himedas en
Africa occidental; lo que nos lleva al anlisis de que el mecanismo de transmision de
coronavirus en los murciélagos depende de la disponibilidad de recursos, ciclo reproductor,
condiciones fisicas, estaciones climaticas y segun la especie de murciélago (Banerjee et al.,

2020; Ruiz-Aravena et al., 2022).

Otro de los factores que pueden afectar la prevalencia del coronavirus es el tamafio,
densidad y composicion de las colonias de murciélagos; esto se debe a que la composicion
de las colonias afecta la circulacion viral, ya que, regularmente distintas especies de
murciélagos se encuentran juntas y la infeccién viral dependera de las combinaciones de
especies que existan en las colonias (Banerjee et al., 2020; Ruiz-Aravena et al., 2022). El
tamafio y ubicacion de los refugios afecta la posibilidad de propagacion del virus entre
especies, debido al estrecho contacto fisico en refugios densos (Ruiz-Aravena et al., 2022;

Willoughby et al., 2017).

Los ciclos reproductivos influyen en la transmision y prevalencia del virus en
colonias de murciélagos debido al comportamiento y susceptibilidad fisiologica que tiene

el murciélago en este periodo, ya que por ejemplo, en especies que forman refugios
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maternos, el tamafo del grupo aumenta en relacion con el periodo de gestacion y las
respuestas inmunes inflamatorias se regulan negativamente, favoreciendo la infeccion viral
en los murciélagos (Montecino-Latorre et al., 2022; Ruiz-Aravena et al., 2022). En un
estudio se observo una alta prevalencia y concentracion de coronavirus en murciélagos de
herradura chinos Rhinolophus sinicus durante los meses de septiembre y octubre debido a
un mayor namero de juveniles susceptibles, por lo tanto es atribuible que las tasas de
infeccion altas se encuentren relacionadas con la edad y susceptibilidad encontrada en los

juveniles y subadultos (Ruiz-Aravena et al., 2022; M. N. Wang et al., 2016).

Las interacciones entre murciélagos y humanos no ocurren con regularidad, sin
embargo en paises de Oceania, Africa, Asia, América del Sury las islas del Pacifico utilizan
distintas especies de murciélagos como alimento (Ruiz-Aravena et al., 2022). A largo plazo
las interacciones murciélagos-humanos pueden traer infecciones virulentas en humanos y,
en los murciélagos la salud puede afectarse como consecuencia del cambio de la calidad
de su habitat debido al cambio climético, disponibilidad de alimentos y deforestacion
alterando la relacion hospedero-huésped (Ruiz-Aravena et al., 2022; Rulli et al., 2021).
Otro factor es el comercio ilegal y legal de vida silvestre que permite que los virus sean
transportados a largas distancias en sus huéspedes naturales lo que aumenta la dispersion
del virus. Sin embargo, hay pocos casos documentados de infecciones directas murciélago-
humano debido probablemente a la falta de vigilancia (Ruiz-Aravena et al., 2022). Las
infecciones por los coronavirus de murciélagos enfrentan numerosas barreras que impiden
la transmision o infeccidn por distintas razones: falta de contacto entre el BtCoV y humanos
0 el virus no se puede transferir eficientemente en el humano (Ruiz-Aravena et al., 2022).

Estudios previos sugieren que los coronavirus que guardan relacion con los murciélagos y
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que pueden infectar a humanos directamente tienen una prevalencia menor del 3% y no se
propagan eficientemente en humanos (Ruiz-Aravena et al., 2022). Se sugiere que es
necesario mejorar el diagnostico molecular y serolégico para poder comprender mejor

cdémo, donde y cuando se producen los contagios por coronavirus en los humanos.

2.3.2 Coronavirus en murciélagos

Los murciélagos son el segundo orden mas grande de mamiferos y representan una
quinta parte de todas las especies de mamiferos distribuidos en el mundo (Fan et al., 2019).
Estan clasificados en el orden Chiropteray en dos grandes subdrdenes: Yinpterochiroptera
y Yangochiroptera (Fan et al., 2019; Wong et al., 2019). Yinpterochiroptera se conforma
de una familia Pteropodidae (megabat) y cinco familias Rhinolophoidea (microbat),

Yangochiroptera se conforma de 13 familias (microbat) (Fan et al., 2019).

En los murciélagos solamente se han encontrado coronavirus pertenecientes a dos
géneros: el Alfacoronavirus y el Betacoronavirus (Wong et al., 2019). Dentro del género
Betacoronavirus se han encontrado coronavirus en murciélagos en los subgéneros
Sarbecovirus (los coronavirus relacionados con SARS), Merbecovirus (Ty-BatCoV
HKU4, Pi-BatCoV HKU5, Hp-BatCoV HKU25, CoV relacionados con el MERS),
Nobecovirus (Ro-BatCoV HKU9 y Ro-BatCoV GCCDC1) y también en Hibecovirus (Bat
Hp-betaCoV Zhejiang 2013)(Wong et al., 2019).En un estudio realizado con 112
murciéelagos en la provincia Hainan en China, se identificaron tres coronavirus, del género
Betacoronavirus (BatCoV CD35, BatCoV CD36) y del género Alfacoronavirus el CD30;
BatCoV CD35 se asemejo en un 99.5% con BatCoV CD36 y ambos se asemejaban en un

71.4% con el Bat Hp-betaCoV Zhejiang 2013 y en un 54% de identidad con el
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SARS-CoV-2 (W. Zhu et al., 2023). En el 2013 se detectd en la provincia de Yunnan en
China, el coronavirus del subgenero Sarbecovirus RaTG13, que fue identificado en un
murciélago de herradura chino Rhinolophus Affinis, estos murciélagos son reservorios de
coronavirus similares al SARS (Galindo-Gonzalez, 2022). EI BtCoV RaTG13 guarda una
similitud con el SARS-CoV-2 del 96%, sin embargo, el RaTG13 no puede ingresar a las
células humanas, debido a que la union con el receptor de la proteina S del virus, no es
compatible con los receptores de membrana celular humana (ACE2) (Galindo-Gonzalez,
2022). Los coronavirus del género Alfacoronavirus y el Betacoronavirus se han detectado
en murciélagos de Asia, Europa, Africa, América del Norte y del Sur y Australasia (Wong
et al., 2019). EI género Alfacoronavirus tiene una tasa de deteccion mayor que el
Betacoronavirus y se encuentra mas extendido geograficamente (Figura 9) (Wong et al.,
2019). Existe la idea de que la diversidad de especies de murciélagos junto con sus formas
de vida, pueden contribuir con la epidemiologia de los CoV, ya que, de acuerdo con los
brotes de CoV por regiones geograficas y por las especies de murciélagos se puede deducir
la distribucion de las poblaciones de acuerdo con sus respectivos murciélagos huéspedes

(Wong et al., 2019).
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Figura 9. Distribucion geogréfica de los BtCoV de los géneros Alfacoronavirus y

Betacoronavirus.

Las regiones rojas representan los paises donde se han descubrieron los Alfacoronavirus de murciélagos, las
regiones verdes representan los paises que descubrieron el Betacoronavirus de los murciélagos y las regiones
con rayas rojas y verdes representan los paises que descubrieron Alfacoronavirus y Betacoronavirus en

murciélagos (Wong et al., 2019).
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El interés por la identificacion de los BtCoV se inicia con la aparicion de SARS-
CoV (Sarbecovirus), MERS-CoV (Merbecovirus) y otros coronavirus relacionados, debido
a que son probables ancestros de SARS-CoV, MERS-CoV y de otros tipos de CoV. En los
ultimos afios se han identificado nuevos BtCoV, como el HKU2; el coronavirus del
sindrome de diarrea aguda porcina (SADS-CoV), el TGEV y PED en cerdos (Y. Wang et

al., 2020).

El SADS-CoV (Rhinacovirus) causante del brote de enfermedad porcina fetal y el
SARS-CoV se descubrieron en murciélagos de herradura chinos (Rhinolophus sinicus y
Rhinolophus affinis) (Wong et al., 2019). Por otro lado, en murciélagos frugivoro del sur
de Asia, de especie Rousettus leschenaultia se encuentran los Nobecovirus Ro-BatCoV

HKU9 y Ro-BatCoVGCCDCL1 (Wong et al., 2019).

2.4 Métodos de deteccidn de coronavirus en murciélagos

El diagndstico del BtCoV y otros CoVs es necesario en programas de vigilancia en
salud publica como estrategia de control de brotes graves de este tipo de virus como
también de enfermedades en animales como, las producidas por PEDV y IBV. Dentro de
los principales métodos de diagndstico se encuentran las técnicas moleculares como la
prueba estandar de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR cuantitativa (QPCR)
0 PCR en tiempo real (RT-PCR) que es una variante de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y las pruebas seroldgicas (Y. Wang et al., 2020). La tasa de deteccion
en los murciélagos es mayor en muestras intestinales y fecales, a diferencia de las muestras

de garganta u orina con una tasa de deteccién mas baja para los coronavirus de los géneros
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Alfacoronavirus y el Betacoronavirus , de los 4 géneros que existen (Watanabe et al., 2010;

Wong et al., 2019).

2.4.1 Inmunoldgicos

Las pruebas seroldgicas con anticuerpos para la deteccion de distintos tipos de CoV,
se emplean cuando no es posible extraer o aislar el ARN viral y para estudios en
epidemiologia, son pruebas rapidas y eficientes (Y. Wang et al., 2020). Se emplean pruebas
como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), pruebas de Western Blot
(WB) vy las pruebas de inmunoensayo enzimatico (EIA) (Banerjee, 2018; Stockman LJ,

2008).

La prueba ELISA utiliza anticuerpos ligados a enzimas que ayudan a detectar
concentraciones del antigeno de interés en el suero, se utiliza una superficie para que los
anticuerpos se adhieran y con la presencia del antigeno se produce una reaccion enzimatica
que causa un cambio de color para dictaminar la presencia del antigeno de interés (Engvall
E & Perlmann P, 1971). Se ha detectado FCoV mediante el uso de ELISA de tipo indirecta,
donde se detectar anticuerpos contra el FCoV utilizando proteinas S recombinantes
marcadas con histidina. El analisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor
mostré una sensibilidad del 86% y especificidad del 93.3%, concluyendo que este tipo de

ensayo se puede utilizar para medir anticuerpos séricos contra el FCoV (Dong et al., 2021).

La prueba de Western Blot se utiliza para detectar una proteina especifica en una
muestra de sangre o tejido, mediante el uso de electroforesis en gel para la separacion de
proteina-muestra. La proteina se transfiere del gel a la superficie de una membrana para

que un anticuerpo especifico se exponga contra la proteina de estudio, el anticuerpo se
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detecta usando un marcador radioactivo o mediante una reaccion de color (Burnette’, 1981;
Towbin et al., 1979). En un estudio realizado en ratones para determinar la infectividad de
un BtCoV, se utilizo la prueba de WB, donde se utilizo seis fuentes diferentes de proteina
N del coronavirus de murciélago SL-CoV-ZC45, teniendo como resultado que los
antigenos polipeptidicos se sintetizaron correctamente y los anticuerpos policlonales
producidos contra el polipéptido reaccionaron con las proteinas N del SL-CoV-ZC45 (D.

Hu et al., 2018).

Las pruebas EIA utilizan un anticuerpo que detecta el antigeno de interés que esta
marcado con una enzima indicadora que permite detectar cantidades muy pequefias del
antigeno (Yalow & Berson, 1960). Para la deteccion de anticuerpos especificos para el
SARS-CoV-2, se realizd un estudio para evaluar los anticuerpos neutralizantes en relacién
con los indices de sefial de distintas pruebas de EIA de distintos distribuidores comerciales
(Cobas Elecsys Anti-SARS-CoV-2, Vitros Inmunodiagnostic Anti-SARS-CoV-2, Abbott
Architect SARS-CoV-2 IgG). El rendimiento de las pruebas se evalué de acuerdo con su
sensibilidad y especificidad y se observo que las pruebas mas sensibles fueron: Cobas
Elecsys Anti-SARS-CoV-2 con el 98% y Vitros Inmunodiagnostic Anti-SARS-CoV-2 con
el 100% detectando anticuerpos totales dirigidos a los antigenos N y S1 del SARS-CoV-2.
En conclusion, este tipo de pruebas tienen un potencial para el uso clinico y en el area de
la investigacion en la evaluacion de la proteccidn después de la infeccion o vacunacion y
el uso como prueba sustituta si no se pueden realizar pruebas de biologia molecular (Walker

etal., 2021).
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2.4.3 PCR en tiempo real
La RT-PCR es el método mas elegido para el diagnostico del CoV. RT-PCR
multiples en tiempo real, como RT-RTPA y RT-LAMP son capaces de detectar nuevos

CoV vy los ya existentes en humanos (Y. Wang et al., 2020).

La RT-PCR es la prueba recomendad por la OMS para la deteccion en primera linea
para identificar el SARS-CoV-2, se basa en un aumento exponencial de las copias de ADN,
esto se ve reflejado por la aparicion de fluorescencia con intensidad directamente
proporcional a la cantidad de ARN que se detecta en la muestra, teniendo como resultado
una reaccion altamente sensible aun con bajas concentraciones de los acidos nucleicos del
virus (Abbasi et al., 2022; Cuadra et al., 2021; Truong et al., 2021). Se incluyen genes de
coronavirus para la deteccion como: ORF1 (representados en secciones ay b), N, M, E, S
y el RdRp. Se han seleccionado estos genes debido a que son regiones persistentes en los
CoV y que cada uno de ellos tiene una sensibilidad y especificidad diferente (Abbasi et al.,
2022; Cuadra et al., 2021). En un estudio utilizando la PCR en tiempo real con “primers”
de los genes E y RdRp para la identificacion del SARS-CoV-2, se evidencio que el
“primer” del gen N tiene una mayor especificidad en comparacion con el utilizado para el
gen RdRp y que los resultados en la g°PCR pueden verse afectados por factores como: los
“primers” o sondas que se eligen, la cantidad de muestra o carga viral, el tipo y calidad de
muestra y el momento de la toma de muestra; resaltando que el uso de sondas o “primers”
es la principal causa de obtener falsos negativos y recomienda utilizar un conjunto de
sondas multiples con diferente sensibilidad y especificidad para evitar resultados falsos

negativos (Abbasi et al., 2022).
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Capitulo 111

Metodologia
3.1 Sitios de colecta

Las muestras se colectaron en 12 sitios de la Republica de Panama. Las provincias

donde se tomaron las muestran durante el estudio fueron: Panama, Coclé, Darién, Comarca

Ngabe-Buglé, Chiriqui y Veraguas (Figura 10).
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Figura 10. Sitios del area de estudio.

En la imagen se indican los 12 sitios del area de estudio, se encuentran enumerados y sefialados con un punto
rojo en las 6 provincias. La ubicacion especifica para cada punto fue la siguiente: 1- Mount Totumas Cloud
Forest- Provincia de Chiriqui, 2- Fortuna Cabins-Comarca Ngabe-Buglé, 3- Calobre-Provincia de Veraguas,
4- La Saldafia- Provincia de Coclé, 5- Centro Regional Universitario de Coclé- Provincia de Coclé,6- Parque
Nacional Soberania-Provincia de Panama, 7- Summit rainforest & golf resort-Provincia de Panama, 8- Parque
Natural Metropolitano- Provincia de Panama, 9- Cerro Azul- Provincia de Panama, 10- Valle de Mamoni-
Provincia de Panamd, 11- Reserva Privada Bunorgandi- Provincia de Panama y 12- Centro Regional
Universitario de Darién- Provincia de Darién.

61



3.2 Colecta de muestras

La captura de murciélagos se realizo utilizando una red de niebla, las cuales se
colocaron en los sitios seleccionados a una altura de 2 a 3 metros del nivel del suelo. Los
especimenes capturados fueron liberados de la red y colocados en bolsas de algodon por
unos minutos con la finalidad de tranquilizarlos. Se determind para cada espécimen la
especie, el sexo, longitud del antebrazo, peso y etapa de madurez (juvenil o adulto).
Generalmente, los murciélagos capturados excretaron material fecal que fue colectado de
las bolsas con hisopos estériles. En especimenes que no excretaron material fecal en las

bolsas de algoddn se procedio a obtener la muestra mediante hisopado rectal (Figura 11).

62



Figura 11. Proceso de colecta de muestras.

A. Instalacidn de redes de niebla en la zona de captura, B. Espécimen capturado y proceso de toma de datos
(especie, el sexo, longitud del antebrazo, peso y etapa de madurez), C. Toma de muestras de heces mediante
hisopado rectal.
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Se colectaron un total de 217 muestras de heces y se colocaron en medio de
transporte “PrimeStore MTM Transport Medium for Nucleic Acid Testing” (Longhorn
vaccines and diagnostic, LLCMD, USA). Este medio de transporte, inactiva, estabiliza y
preserva el ARN de las muestras colectadas. Una vez obtenidas las muestras, los
especimenes fueron marcados con un collar de acuerdo con su tamafio y edad con el objeto
de no obtener dos veces muestras del mismo espécimen. Las muestras se transportaron al

laboratorio para sus posteriores analisis.

3.3 Extraccion de ARN y sintesis de cDNA

Los tubos con medio de transporte que contenia las muestras fueron agitados
brevemente con un vortex con la finalidad de obtener una suspensién homogénea. El hisopo
fue retirado del medio y un volumen de 280 ul de la suspension fue utilizado en la
extraccion de ARN. La extraccion se realizd con el kit comercial QlAamp Viral RNA mini
kit (QIAGEN, Valencia, California, USA) de acuerdo con el procedimiento descrito por el
fabricante.

Debido a que no se disponia de una muestra de heces de murciélagos positiva para
coronavirus, que deberia utilizarse como control positivo para la extraccion de ARN, la
sintesis de cDNA y el PCR; se utilizé como control positivo hojas de citricos infectas con
el virus de la tristeza de los citricos (CTV). EI CTV al igual que coronavirus, es un virus
de cadena simple de ARN de sentido positivo con un genoma de gran tamario (19.3 kb), al
igual que coronavirus (Folimonova, 2020). La validacion del procedimiento de extraccion
se comprueba con la obtencidn del ARN de la planta y el ARN del virus de la tristeza de

los citricos. EI ARN de las hojas de citricos infectadas con CTV se extrajo utilizando
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exactamente el mismo procedimiento para la extraccion de ARN a partir de las muestras
de heces de murciélagos. Luego de la extraccion, las muestras fueron almacenadas a -80°C
para posteriormente ser utilizadas en la sintesis de cDNA.

La sintesis del cDNA se realiz6 a partir de 10 pl de ARN utilizando el kit comercial
ProtoScript Il Reverse Transcriptase y Random primers 6 de acuerdo con el procedimiento
descrito por el fabricante (New England Biolabs, Massachusetts, USA). Las condiciones
de temperatura empleadas en la sintesis del cDNA fueron: 65° C 5 min, 25° C 5 min, 42°C
60 miny 65° C por 20 minutos (Camille Lebarbenchon, Beza Ramasindrazana, Léa Joffrin,
Sandra Bos, Erwan Lagadec, Gildas Le Minter, Yann Gomard, Pablo Tortosa, David A
Wilkinson, 2017). EI volumen final de reaccién fue de 20 ul. EI cDNA fue almacenado a

-80°C para su posterior uso en las reacciones de amplificacion.

3.4 PCR punto final

El cDNA fue utilizado para determinar la presencia del gen de la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) presente en los coronavirus (Corman et al., 2020). La
presencia del gen RdRp fue evaluada mediante PCR punto final utilizando “primers”
especificos para amplificar una region de 440 pares de bases (pb) del gen RdRp (Poon,
2005). La secuencia de los “primers” utilizados para amplificar una region de 440 pb del

gen RdRp se observan en el (Cuadro 5).

En la reaccion de PCR se utilizaron 5 ul de cDNA de los controles y las muestras
incluyendo el control negativo, 1 ul de cada “primer”, 12.5 ul de enzima Go tag® G2 Hot

Start Green Master Mix (Promega, Madison, USA) y 5.5 ul de H2O libre de nucleasas para
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un volumen final 25 pl por reaccion. Las condiciones de la amplificacion fueron: 95°C
2min, 45 ciclos a 95°C 1min, 54°C 1 min, 72°C 1 min, y una extension final a 72°C de 10

min.

Cuadro 5. Secuencia de los “primers” IN6 y IN7 que amplifican una region de 440 pb

del gen RdRp de coronavirus de murciélagos.

Orientacion del

PCR punto ’ Gen ‘ “orimer” Secuencia de nucleétidos
. 5'-GGT TGG GAC TAT CCT AAG TGT
final RdR IN 6 Forward GA-3'
P 5-CCA TCA TCA GAT AGA ATC ATC
IN 7 Reverse ATA-3'

Con el propdsito de amplificar muestras que pudieran presentar secuencias que
difieran un tanto con las secuencias a las que se une con el “primer” especifico. Se realiz6
una PCR anidada (Nested PCR), en el cual se utilizaron “primers” degenerados
(Cuadro 6) (Quan et al., 2010). En la primera PCR se utilizé un “pool” de 11 muestras de
cDNA. De cada muestra de cDNA se utilizo 1 ul para un total de 11 ul de cDNA. Se utilizé
1 pl de cada “primer”, 15 ul de la enzima polimerasa Go taqg® G2 Hot Start Green Méster
Mix (Promega, Madison, USA) y 2 ul de agua libre de nucleasas en un volumen final de
30 ul. Las condiciones de la amplificacion para la primera PCR fueron: 1 ciclo a 95°C
durante 15 min; 15 ciclos a 95°C durante 30 s, 65°C durante 30 s (—1°C/ciclo) y 72°C

durante 45 s.
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En la segunda PCR se utilizaron 4 ul de la primera PCR, 1 ul de cada “primer”,
12.5 pl de enzima polimerasa Go tag® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega,
Madison, USA) y 6.5 ul de agua libre de nucleasas en un volumen final de 25 ul. Las
condiciones de amplificacion en esta PCR fueron: 35 ciclos a 94°C durante 30 s, 50°C por

30sy 72°C por 45ss; y 1 ciclo a 72°C durante 5 min.

Cuadro 6. Secuencia de los “primers” degenerados del gen RdRp para Nested PCR.

Gen Orientacion del ""primer" Secuencia de nucle6tidos
Nested .
Nest 1 Forward 5-CGT TGG IAC WAA YBT VCC WYT
PCR1 ICA RBT RGG-3'
Nest 1 Reverse 5-GGT CAT KAT AGC RTC AVM ASW
GCN ACN ACA TG-3'
RdRp
Nest 2 Forward 5-GGC WCC WCC HGG NGA RCA
Nested ATT-3'
PCR 2
Nest 2 Reverse 5-GGW AWC CCC AYT GYT GWA
YRT C-3'

Leyenda: W (A/T), B (C/G/T), V (AIC/G), N (A/C/GIT), Y (C/T), I (Inosina), R (A/G). M(A/C) y H (A/CIT).

Se utilizaron controles de amplificacion (para cada PCR) positivos y negativos.
Como control positivo de amplificacion se utiliz6 cDNA de SARS-CoV-2 proporcionado
por el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) (Cuadro 7).
Ademas, también se utilizé como control positivo de amplificacion el cDNA generado a
partir del ARN de hojas de citricos infectadas con CTV. Se utilizaron “primers” especificos

para amplificar una region de 150 pb del gen E “Envelope” de SARS-CoV-2 mientras que
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los “primers” utilizados para CTV amplifican una regién de 655 pb de la proteina de la
cubierta (CP)(Hung, T et al., 2000). En el caso del cDNA generado a partir de las hojas
infectadas se utiliz6 como control interno de extraccion y sintesis de cDNA el gen
mitocondrial de la subunidad 5 de NADH (Nad5) presente en plantas. Se utiliz6 como
control negativo de amplificacion una muestra de agua (libre de nucleasas) procesada de la
misma manera que las muestras colectadas desde la extraccion ARN hasta la sintesis de
cDNA. Las condiciones de amplificacion mediante PCR utilizando los “primer” Nad5 y el
de CTV fueron: 35 ciclos a 94°C durante 30 s, 56°C por 30 s, 72°C por 1 miny 72°C

durante 5 min.

Cuadro 7. Secuencias de “primers” utilizados como controles.

Orientacion del ""primer" Secuencia de nucleotidos
E_ Sarbeco Forward 5-ACA GGT ACG TTAATA GTT AAT AGC
GT-3
SARS-CoV-2 E_Sarbeco Reverse 5.ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A-3'
N Forward 5-TAA TCA GAC AAG GAACTG ATT A-3'
N Reverse 5'-CGA AGG TGT GAC TTC CAT G-3

Nad5 nad5-F 5-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3’

nad-R 5'- CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3
CTV 655 Forward 5-TTATGG ACG ACG AGA CAA AGA-3
655 Reverse 5-CCAAGCTGC CTG ACATTAGT-3
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3.5 Electroforesis

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % en “buffer” TAE 1X con
2 ul de Gel Red para evidenciar la presencia o no de productos de amplificacion de
aproximadamente 440 pb, indicativos de la amplificacion de una regién de gen RdRp 'y por
lo tanto de la presencia de coronavirus. Se cargé en cada gel 0.5 ul del marcador de peso

molecular HyperLadder™100pb (Bioline, Tennessee, USA) y 2 ul de cada muestra.
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Capitulo IV

Resultados

4.1 Extraccion de ARN y Sintesis de cDNA

Se logré la extraccion de acidos nucleicos incluyendo ARN, la cual fue evidenciada
mediante espectrofotometria. La relacion 260/280 fue mayor de 2.0 en todas las 217
muestras analizadas. Una relacién 260/280 alrededor de 2.0 es generalmente aceptada

como ARN de buena calidad (Wilfinger W et al., 1997).

4.2 Control de Extraccion de ARN y Sintesis de cDNA

Debido a que la absorbancia no es un método confiable para evaluar la calidad del
cDNA ya que no discrimina entre ADN total, ARN, oligonucledtidos y dNTPs que
generalmente, estan presentes en las preparaciones de cDNA, se procedié a evaluar
indirectamente la calidad tanto del ARN como la del cDNA mediante la amplificacion de
productos generados a partir de este. La electroforesis de los productos de amplificacion
generados a partir del cDNA que se obtuvo de las hojas de citricos infectadas con CTV
muestran dos tipos de productos de amplificacién; una banda de 600 bp y otra de 300 bp
(Figura 12). La banda de 600 bp corresponde a la amplificacion de la proteina de la
cubierta (capside) del CTV mientras que el producto de 300 bp corresponde a la
amplificacion de una region del gen mitocondrial de la reductasa de NADH-ubiquinona
(Nad5) presente en plantas y utilizado como control interno. Estos resultados indican que
el kit y el procedimiento de extraccién de ARN utilizado permiti6 la obtencion de ARN de
la plantay ARN viral (CTV) y que a partir de estos ARN se logro la sintesis de cDNA de
la planta y del virus los cuales sirvieron de templado para la amplificacion de los productos
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antes mencionados. Los carriles CTV1 y CTV2 corresponden al PCR en donde solo se
utilizo “primers” especificos para la amplificacion de la proteina de la cubierta del virus;
mientras que los carriles CTVM1 y CTVM2 corresponden a los productos de PCR en los
cuales se utilizaron los dos pares de “primers”; es decir “primers” para la amplificacion de
la proteina de la cubierta y cebadores para la amplificacion del control interno de la planta
(Nad5). En ambos carriles (CTVM1 y CTVM2) se observan los dos productos de
amplificacion esperados (300 bp y 600 bp). Es importante mencionar que las hojas de
citricos fueron procesadas de la misma manera que las muestras de heces incluyendo la

utilizacion del medio de transporte.
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Figura 12.  Productos de amplificacion a partir del cDNA de hojas de citricos infectas

con CTV.

Leyenda: PB, pares de bases; M, marcador de peso molecular; CTV1y CTVZ2, producto de amplificacion de
la proteina de la cubierta del CTV; CTVM1y CTVM2 producto de amplificacion de la proteina de la cubierta
de CTV y del gen Nad5 de citricos.
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Adicionalmente, se utiliz6 como control positivo de amplificacion, el cDNA de una
muestra positiva para SARS CoV-2 proporcionada por el Instituto Conmemorativo Gorgas
de Ciencias de la Salud (ICGES). Este cDNA fue utilizado para amplificar una region del
gen que codifica para la proteina de la envoltura (E) y una region que codifica para la

proteina de la nucleocapside (N) del SARS-CoV2.

Los resultados de la amplificacién a partir de este cDNA (control positivo) con “primers”
para la amplificacion de RdRp de murciélagos (IN6/7), una region del gen de la envoltura
y una region del gen de la nucleocapside de SARS-CoV2 con cebadores especificos y la
amplificacion del cDNA de tres muestras (001, 002 y 003) de murciélagos con “primers”
IN6/7 se muestran en la (Figura 13). El carril IN6/7, corresponde a la amplificacion del
cDNA con los “primers” IN6, IN7 especificos para la amplificacion de RdRp de
coronavirus de murciélagos. En este carril no se observo amplificacion. Los cebadores IN6
e IN7 son especificos para la amplificacion de RdRp de coronavirus de murciélagos lo cual
explica la ausencia de un producto de amplificacion. Ademas, comprobamos que en efecto
estos cebadores no anidan con RdRp de SARS-CoV?2 al realizar una comparacion de la
secuencia de los estos “primers” con las secuencias depositadas en Genbank utilizando
BLAST ®, de la plataforma del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
En los carriles E y N se observan los productos de amplificacion de 112 pb que corresponde
a una region del gen de la envoltura (E) y de 109 pb que corresponde a una region del
gen de la nucleocépside (N) de SARS-CoV-2, amplificado con los “primers” especificos.
Los carriles 001, 002, y 003 corresponden a muestras de cDNA generadas a partir de
muestras de heces colectadas en este estudio y en las cuales se utilizé en el PCR “primers”

ING/7.
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La ausencia de productos de amplificacion de 440 pb en estos carriles (001, 002 y 003)
indican resultados negativos para la deteccion del gen de la RdRp de coronavirus de

murciélagos y por lo tanto pueden ser indicativos de la ausencia del virus.
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Figura 13. PCR de Controles y muestras.

PB, pares de bases; M, marcador de peso molecular; IN6/7, E y N, cDNAs de SARS-CoV2 amplificado con
“primers” IN6/7, E y N respectivamente; 001, 002 y 003 cDNAs de muestras de heces de murciélagos
amplificadas con IN6/7.
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4.3 PCR de las muestras analizadas

Se analizaron 217 muestras de heces de murciélagos de 48 especies diferentes
(Cuadro 8). Las especies con mayor cantidad de muestras analizadas fueron Artibeus
Jamaicensis (56/217), Carollia perspicillata (30/217) y Uroderma Convexum (11/217),
Carollia castanea (9/217) y Artibeus intermedius (8/217). Veinticinco (25) de las cuarenta

y ocho (48) especies; es decir el 52 % y el resto de las especies por 2 a 6 muestras.

No se obtuvieron resultados positivos en ninguna de las 217 muestras analizadas ni
con “primers” especificos ni con “primers” degenerados para la amplificacién de una

region de la RdRp de coronavirus de murciélagos (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Muestras analizadas por especies, sitios de colecta y resultados.

Resultado Resultado

Especie Sitio de colecta Cantidad PCR punto final PCR anidada
Anoura geoffroyi 1 5 Negativo Negativo
Artibeus intermedius 10,5 8 Negativo Negativo
Artibeus jamaicensis 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12 56 Negativo Negativo
Artibeus lituratus 3,5,6,8,10,11 8 Negativo Negativo
Artibeus phaeotis 10 2 Negativo Negativo
Artibeus sp. 1 1 Negativo Negativo
Artibeus toltecus 2 4 Negativo Negativo
Artibeus watsoni 2,10 4 Negativo Negativo
Carollia brevicauda 1,10 2 Negativo Negativo
Carollia castanea 2,6,8,9,10,11 11 Negativo Negativo
Carollia perspicillata 2,3,4,6,7,8,10,11, 12 30 Negativo Negativo
Carollia sp. 2 1 Negativo Negativo
Chiroderma trinitatum 10 1 Negativo Negativo
Dermanura Sp. 2 1 Negativo Negativo
Desmodus rotundus 5,10 3 Negativo Negativo
Enchisthenes hartii 2 1 Negativo Negativo
Gardnerycteris keenani 7,10 3 Negativo Negativo
Glossophaga commissarisi 3 1 Negativo Negativo
Glossophaga soricina 5,7 4 Negativo Negativo
Glossophaga sp. 11 1 Negativo Negativo
Glossophaginae 2 1 Negativo Negativo
Hsunycteris thomasi 2 1 Negativo Negativo
Lasiurus ega 10 1 Negativo Negativo
Lichonycteris obscura 10 1 Negativo Negativo
Lonchophylla concava 10 1 Negativo Negativo
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Lophostoma brasiliense 11 1 Negativo Negativo

Lophostoma silvicolum 9 1 Negativo Negativo
Micronycteris hirsuta 6 1 Negativo Negativo
Micronycteris microtis 2 1 Negativo Negativo
Myotis riparius 1 1 Negativo Negativo
Myaotis sp. 10 2 Negativo Negativo
Noctilio leporinus 6 6 Negativo Negativo
Phyllostomus discolor 4 2 Negativo Negativo
Platyrrhinus helleri 10 3 Negativo Negativo
Pteronotus mesoamericanus 7 1 Negativo Negativo
Pteronotus personatus 11 1 Negativo Negativo
Saccopteryx bilineata 10 1 Negativo Negativo
Sturnira burtonlimi 1 5 Negativo Negativo
Sturnira hondurensis 1 2 Negativo Negativo
Sturnira lilium 1 1 Negativo Negativo
Sturnira mordax 1 5 Negativo Negativo
Sturnira sp. 1,2,4 6 Negativo Negativo
Uroderma convexum 3,7,8,10,11 11 Negativo Negativo
Uroderma magnirostrum 10 1 Negativo Negativo
Vampyressa thyone 6, 10, 11 4 Negativo Negativo
Vampyriscus nymphaea 8,9 10 6 Negativo Negativo
Vampyrodes caraccioli 10 1 Negativo Negativo
Vampyrodes major 7,11 2 Negativo Negativo

Se observan las 48 especies analizadas, los sitios de colecta enumerados del 1 al 12 (Figura 10), la cantidad
de muestras por especie y los resultados de las amplificaciones. 1- Mount Totumas Cloud Forest- Provincia
de Chiriqui, 2- Fortuna Cabins-Comarca Ngabe-Buglé, 3- Calobre-Provincia de Veraguas, 4- La Saldafa-
Provincia de Coclé, 5- Centro Regional Universitario de Coclé- Provincia de Coclé,6- Parque Nacional
Soberania-Provincia de Panamd, 7- Summit rainforest & golf resort-Provincia de Panama, 8- Parque Natural
Metropolitano- Provincia de Panama, 9- Cerro Azul- Provincia de Panam4, 10- Valle de Mamoni- Provincia
de Panama4, 11- Reserva Privada Bunorgandi- Provincia de Panama y 12- Centro Regional Universitario de
Darién- Provincia de Darién.
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Capitulo V

Discusion
Se han detectado mas de 60 virus de ARN diferentes, alojados en murciélagos
(Dominguez et al., 2007). Los murciélagos son reservorios naturales de varios virus
emergentes incluyendo SARS-CoV-2 (Hu et al.,, 2021). La reciente pandemia de
COVID-19 hace necesario crear programas de vigilancia y monitoreo de la presencia de
coronavirus en poblaciones naturales de murciélagos especialmente de betacoronavirus

que en principio podrian producir nuevos brotes (Li et al., 2020).

En Panamé se han registrado 118 de las 145 especies de murciélagos reportadas
para Centro América (Medina-Fitoria et al., 2020; Samudio & Pino, 2014). A pesar de la
cantidad de especies registradas en nuestro pais solo se ha realizado un estudio para
determinar la presencia de coronavirus en murciélagos (Corman et al., 2013). En este
estudio se analizaron 1394 muestras de heces de murciélagos de Costa Rica, Ecuador,
Brasil y Panama, de las cuales 714 fueron colectadas en nuestro pais y pertenecen a 30
especies. En nuestro estudio la cantidad de especies muestreadas fue mayor (48) a pesar
de que la cantidad de muestras fue menor. Dieciséis de las especies muestreadas fueron las
mismas en ambos estudios.

En las muestras colectadas en Panama se detectaron coronavirus solo en Artibeus
jamaicensis (3), Artibeus lituratus (2) y Phyllostomus discolor (2). El porcentaje de
positividad observado fue de 0.9 %. Sin embargo, por especie el porcentaje de positividad
fue de 1.02 % (3/295), 4.76% (2/42) y 20% (2/10) para A. jamicensis, A. lituratus y P.

discolor respectivamente.
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La tasa de prevalencia de coronavirus en murciélagos varia entre 3 a 10 % (Bittar
et al., 2020) No obstante, un estudio global en el cual se analizaron 12,000 muestras reporta
una tasa de 8.6 % (Anthony et al., 2017). Estudios realizados en once paises de América
reportan una positividad que varia por pais entre 0.3 a 29.3 % (Hernandez-Aguilar et al.,
2021).

Diversos factores pueden influir en la deteccidn y el porcentaje de positividad de
coronavirus en murciélagos incluyendo el tamafio y tipo de muestra, la etapa de desarrollo,
patrones temporales, disponibilidad de alimento, el tipo de especie, el habitat, ciclo
reproductivo, edad y densidad de las colonias (Kessler et al., 2018; Montecino-Latorre et
al., 2020).

Con base en el porcentaje de positividad por especie reportado por Corman et al.
(2013), la deteccion de una muestra positiva en las especies que resultaron positivas
requeria de 98 muestras de A. jamaicensis, 21 de A. lituratus y 5 de P. discolor. Un
porcentaje de positividad de s6lo 1% fue reportado en 421 muestras de heces e hisopados
rectales realizado en Costa Rica (Moreira-Soto et al., 2015). En este estudio las especies
positivas fueron A. jamaicensis (1/76), Carollia perspicilata (1/49), Carollia castanea
(1/16) y Glossophaga soricina (1/21). La cantidad de muestras colectadas de estas especies
en nuestra investigacion fue inferior a la colectada en ambos estudios (Cuadro 8). Es
probable que la cantidad de muestras por especie colectadas en nuestro estudio fue uno de
los factores que limitd la probabilidad de deteccion de positivos. Resultados negativos
también fueron reportados en un estudio realizado en Malasia en donde s6lo se analizaron
29 muestras (Tamam et al., 2022). No obstante, se han detectado positivos en especies

como Lichonycteris obscura, Lonchorhina aurita, Cynomops planirostris y Myotis
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riparius en donde la cantidad de muestras fue cinco 0 menos, sin embargo, en Saccopteryx
bilineata, Sturnira hondurensis y Phyllostomus hastatus se analizaron méas de cien
individuos y no se detectaron positivos. Estas diferencias en tasas de positividad indican
que unas especies de murciélagos son mas susceptibles a la infeccion por coronavirus que
otras (Hernandez-Aguilar et al., 2021). Con base en estas tasas de variacion se sugiere que
se deben obtener entre 150 a 400 muestras fecales por especie para maximizar la
probabilidad de deteccion de positivos (Anthony et al., 2017).

El tipo de muestra es fundamental en la deteccidn de coronavirus en murciélagos
ya que la probabilidad de deteccion esta relacionada con la concentracion del virus en la
muestra. Los coronavirus presentan tropismo hacia el tracto intestinal (Lau et al., 2005;
Tang etal., 2006; Wong et al., 2019). Por lo tanto, existe mayor concentracion de particulas
virales en heces que en otro tipo de muestras. Todas las muestras utilizadas en nuestro
estudio fueron hisopados rectales o heces. Por consiguiente, el tipo de muestra en nuestro
caso no sugiere ser un factor que incidioé en los resultados observados.

La etapa de desarrollo parece ser un factor asociado al porcentaje de positividad.
Un porcentaje de positividad de 51.09 % fue observado en juveniles con respecto a 26.22
% en adultos (Montecino-Latorre et al., 2020). Una mayor positividad en juveniles fue
también observada en otros estudios (Anthony et al., 2017; Baldwin & Hons, 2015; Gloza-
Rausch et al., 2008; Osborne et al., 2011; Rihtari¢ et al., 2010; Wacharapluesadee et al.,
2018). La disminucion de anticuerpos maternos recibidos pasivamente de la madre se ha
sugerido como una de las causas del incremento de la carga viral en juveniles, y por tanto,
la posibilidad de deteccion de coronavirus (Drexler et al., 2011). En nuestro estudio se

lograron capturar sélo quince (15) juveniles; es decir 6.91 % (15/217) de todas las muestras
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analizadas fueron juveniles. La distribucion de muestras de juveniles por especie fue de
Artibeus jamaicensis (6), Vampyriscus nymphaea (3), Myotis sp. (2), Uroderma convexum
(1), Artibeus toltecus (1), Sturnina sp (1) y Carollia perspicillata (1) (Cuadro 8).

Se ha reportado variacion en la prevalencia de coronavirus de murciélagos a lo largo
de los doce meses del afio. En un estudio realizado en Hong Kong, la prevalencia de
coronavirus SARSr-Rh-BatCov y Rh-BatCov HKU2 fue mayor en primavera (marzo-
mayo) cuando el clima es calido y humedo y se inician las primeras precipitaciones de
verano (junio) que en las otras estaciones del afio (Lau et al., 2005). En Tailandia se
detectaron adultos y juveniles positivos para coronavirus en el periodo comprendido entre
los meses de mayo a octubre; mientras que solo adultos y sélo juveniles resultaron positivos
en los meses de enero y abril respectivamente (Wacharapluesadee et al., 2018). Estas
variaciones temporales en las concentraciones del virus pueden incidir en la probabilidad
de deteccion de positivos. En la provincia de Yunan, China se observo que la probabilidad
de deteccidn de SL-Cov fue mayor en el periodo entre finales de verano y otofio y que las
variaciones pueden estar relacionadas al habito de vida de la especie (Wang et al., 2016).
En paises de Africa y Asia se detectaron mas positivos para coronavirus en temporada seca
gue en la lluviosa (Anthony et al., 2017).

Las muestras en nuestro estudio fueron colectadas desde julio de 2021 a octubre de
2022; sin embargo, la mayoria de las muestras (76%) fueron colectadas en la estacion
lluviosa (julio a diciembre). Es probable que este fendmeno de variacion estacional de la
prevalencia observada en otros paises también ocurra en Panama, lo que podria explicar

los resultados negativos observados.
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La escasez de alimento puede causar estrés e incidir en la respuesta inmune en

murciélagos y por lo tanto hacerlos mas susceptibles a la infeccion. En Carollia
perspiscillata la privacion de alimentos retrasa la respuesta metabolica del sistema inmune
ante la exposicién con lipopolisacaridos bacterianos(Cabrera-Martinez et al., 2018).
En un estudio realizado en la isla de Barro Colorado se determind que la principal fuente
de alimento durante la mayor parte del afio de A. jamaicenis y A. lituratus son los frutos de
higo, que en la ultima parte de la estacién humeda y al inicio de la estacidn seca escasean
(Bonaccorso et al., 1979). Independientemente que las muestras de A. jamaicensis y A.
lituratus no fueron colectadas en Barro Colorado la disponibilidad del fruto es el mismo a
nivel nacional.

En adicion, se ha reportado que el tipo dieta influye en el riesgo de infeccidn por
parasitos o patdégenos en murciélagos en ambientes naturales (DeAnglis et al., 2024; Ruiz-
Aravena et al., 2022). Las especies de murciélagos carnivoras y hematofagas tienen un
mayor riesgo de adquirir enfermedades infecciosas incluyendo parasitos y patdgenos como
resultado del contacto entre el murciélago y su presa lo cual facilita ademas la transmisién
(Schneeberger et al., 2013). De las tres especies en Panama que han sido reportadas
positivas (Corman et al., 2013), dos son fundamentalmente frugivoras (A. jamaicensis y A.
lituratus) y sélo P. discolor es omnivoro ya que se alimenta principalmente de insectos,
carne y también de frutos y néctar.

En adicion, eventos relacionados con el ciclo reproductivo como el embarazo y
lactancia pueden inducir estrés fisiologico y energético e influir en la actividad antiviral
(French et al.,, 2009). En murciélagos insectivoros del tropico Mormopterus

francoismoutoui se observé un marcado incremento en la tasa de deteccion de coronavirus
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después del nacimiento (Joffrin et al., 2022). En nuestro estudio no se observaron hembras
gravidas ni en periodo de lactancia.

El tamafio, la densidad, la composicion de la colonia y del refugio son factores que
pueden también afectar la prevalencia cambiando la tasa de transmision (Ruiz-Aravena et
al., 2022). Se observo una mayor prevalencia de SARSr-CoVs en refugios en donde la
especie mas abundante era Rhinolophus sinicus, mientras que una menor prevalencia fue
detectada en el mismo refugio cuando la especie mas abundante fue Aselliscus stoli (Hu et
al., 2017).

El tamafio del refugio y la localizacién incluyendo si es una cueva o no parece
afectar la probabilidad de transmision del virus entre especies como resultado del contacto
fisico estrecho en cuevas con alta densidad de individuos (Willoughby et al., 2017). Debido
a que las muestras analizadas en nuestro estudio fueron colectadas de individuos capturados
mediante el uso de redes en posibles rutas de vuelo, no se obtuvo informacion del tipo de
refugio ni la densidad de las colonias.

La obtencion en nuestro estudio de resultados negativos en la deteccidon de
coronavirus no necesariamente implica que los murciélagos en Panama no sean reservorios
de coronavirus. Nuestros resultados sugieren que la prevalencia de coronavirus en las
especies de murciélagos colectadas en Panama es considerablemente baja, lo cual no
permitio detectar positivos como resultado de la cantidad de muestras analizadas por
especies.

No se descarta la posibilidad que la concentracion del virus (carga viral) haya estado

por debajo de los limites del tipo de PCR utilizado en nuestro estudio.

85



Sin embargo, a pesar de las posibles fuentes de variacion que incluyen la variacion
de la carga viral, descartamos la posibilidad que los resultados obtenidos sean consecuencia
de los procedimientos utilizados en la extraccion de ARN, sintesis de cDNA vy
amplificacion, ya que, estos procedimientos fueron validados con los resultados obtenidos
en laamplificacion de la proteina de la cubierta de CTV a partir de hojas de citricos infectas

con este virus.
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Capitulo VI

Conclusiones y recomendaciones

No se detectaron positivos para coronavirus en ninguna de las 217 muestras fecales
colectadas de 48 especies de murciélagos en Panama. Los resultados obtenidos en este
estudio no necesariamente implican que los murciélagos en nuestro pais no sean reservorios
naturales de coronavirus si no que la prevalencia y/o la carga viral requiere de un nimero
mayor de muestras por especie y métodos que permitan la deteccion de positivos en
muestras con cargas virales bajas. Por consiguiente, recomendamos utilizar PCR en tiempo
real para aumentar la probabilidad de detectar aquellas muestras con carga viral baja e
incrementar la cantidad de muestras por especie. Es necesario también incrementar la
cantidad de especies y extender el periodo de muestreo con el propdsito de cubrir todos los
meses de la temporada lluviosa y la seca. Se recomienda también realizar colectas en
refugios como cuevas y otros en donde se halla previamente identificado la presencia de

varias especies con colonias con altas densidades.

Finalmente recomendamos implementar un programa permanente de monitoreo

para la deteccion de coronavirus en poblaciones naturales de murciélagos a nivel nacional.
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