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RESUMEN

RIVERA ROSAS KAREN ELIZABETH. Influencia del uso del suelo sobre la
seroprevalencia de los virus de influenza A en roedores silvestres en paisajes antropizados
de Campeche. Bajo la direccion de: Dr. C. José Ivan Sanchez Betancourt, C. a DC MC. MVZ
Brenda Ailine Maya Badillo y C. a DC MVZ Guillermo Orta Pineda.

El estudio de la ecologia de los virus de influenza A es importante debido a la alta capacidad
que tiene este virus de evolucionar y adaptarse a multiples hospederos que podrian no estar
considerados en los ciclos de transmision mas comunes/estudiados, como es el caso de los
roedores silvestres. Los roedores adquieren relevancia en el estudio de los virus de influenza
A por ser reservorios de diversos agentes infecciosos zoonoéticos. Los principales objetivos
de este estudio fueron identificar la exposicion por virus de influenza A y el efecto que tiene
el cambio de uso de suelo sobre su prevalencia en las comunidades de roedores silvestres. El
estudio se realiz6 en Campeche, México. Se utilizaron 100 trampas Sherman colocadas en el
interior de fragmentos de bosque tropical de 18 sitios que presentaban diferentes niveles de
perturbacion antropogénica. De cada sitio se evalud la composicion del paisaje a través de
imagenes satelitales y se clasifico el tipo de matriz. Para conocer la seroprevalencia de los
roedores a los virus de influenza A se utiliz6 una prueba ELISA comercial. Con un esfuerzo
de muestreo total de 3600 trampas-noche se capturaron 130 roedores con una riqueza de ocho
especies. Las especies mas abundantes fueron la Heteromys gaumeri y la Peromyscus
yucatanicus. En la serologia, todos los resultados fueron negativos ante la presencia de
anticuerpos contra virus de influenza A. Estadisticamente se obtuvo una correlacion positiva
y significativa de la riqueza de roedores en coberturas forestales a 600 m. Nuestros resultados
permiten ampliar el conocimiento de la ecologia de los virus de influenza A en hospederos
silvestres que tienen interacciones ecoldgicas complejas y que habitan en ambientes

tropicales perturbados por actividades antropogénicas.



INTRODUCCION

Cambio de uso de suelo y emergencia de enfermedades infecciosas

El incremento poblacional de los seres humanos puede provocar cambios al nivel del
paisaje debido al aumento de las actividades que permiten su subsistencia y desarrollo.
Dichas transformaciones se ven reflejadas en gran medida en el cambio de uso de suelo que
sufren los ecosistemas. De acuerdo con la Plataforma Intergubernamental Cientifico-
Normativa sobre Diversidad Biologicay Servicios de los Ecosistemas ( IPBES, 2020, p. 18),
el cambio de uso de suelo se define como ““la transformacion total o parcial de un paisaje
natural a un ecosistema agricola, urbano o cualquier otro dominado por héabitats
antropogénicos”. A pesar de que las actividades antropogénicas generan servicios, recursos
y comodidades para la sociedad, el cambio de uso de suelo puede provocar efectos negativos
sobre los ecosistemas y la salud de las comunidades de animales domésticos y silvestres,
incluyendo a los seres humanos (Brearley et al., 2013; IPBES, 2020; Glidden et al., 2021).

Las consecuencias de la modificacion del uso del suelo se pueden desencadenar de
manera paulatina en una dindmica de causa y efecto. Uno de los principales efectos
observables son las alteraciones en las interacciones ecologicas, lo cual implica
modificaciones entre las relaciones de aquellas especies que solian vivir en un hébitat previo
a la perturbacion y que ya tenian una estructura establecida de comportamientos,
movimientos y habitos (Gottdenker et al., 2014; Vinson et al., 2022).

El aumento en la transmision de enfermedades y el cambio de uso de suelo son de las
principales causas de la pérdida de especies de fauna silvestre. Principalmente nos referimos
a aquellas especies que no soportan la perturbacion antropogénica debido a la destruccion

y/o pérdida de su habitat y a la consecuente falta de recursos, como la escasez de comida o



agua y la disminucién de espacios de resguardo (Plowright et al., 2017; Gibb et al., 2020;
Vinson et al., 2022). De este modo, dependiendo de la intensidad y el tipo de cambio en el
uso de suelo, se veran mas afectadas aquellas especies que son especialistas de habitat y que
necesitan condiciones particulares para su supervivencia. Ademas, los patrones y procesos
ecoldgicos que modifican el paisaje pueden afectar la diversidad genética de las poblaciones
de animales silvestres que se adaptan a los ecosistemas antropizados, modificando su
resistencia, supervivencia y susceptibilidad a ciertas enfermedades infecciosas (Plowright
et al., 2017; Gibb et al., 2020). Sin embargo, las perturbaciones antropogénicas también
pueden favorecer a algunas poblaciones de animales silvestres a tal grado que existen
especies que son altamente resistentes al cambio de uso de suelo y que incluso se ven
favorecidas a tal grado que aumentan su densidad poblacional (Gibb et al., 2020). Dentro
de las razones por las que ciertas especies logran proliferar se encuentran: 1) la disminucion
de otras especies que fungen como depredadores; 2) la eliminacion de especies que
funcionan como su competencia directa, provocando asi un aumento de recursos como
alimento, acceso a fuentes de agua y refugio; y 3) la capacidad de las poblaciones de ser
generalistas de habitat (Dirzo et al., 2014; Young et al., 2015; Arce-Pefia et al., 2019).
Existen otras especies capaces de adaptarse a perturbaciones antropogénicas mayores como
la urbanizacion y que, ademas, se ven favorecidas para obtener recursos como alimento,
agua y refugio a partir del ser humano, a estas especies se les conoce como especies
sinantropicas (Hassell et al., 2017). A las especies sinantropicas se les asocia
ecolégicamente con el ser humano debido a su capacidad de adaptacion a paisajes
antropizados (McFarlane, Sleigh y McMichael, 2012). Algunos grupos taxondémicos de
aves y mamiferos tienen comportamiento sinantropico y han sido evaluados ante los efectos

del cambio de uso de suelo a diferentes intensidades; en esta valoracion se concluy6 que la



abundancia de algunas especies del orden de aves Passeriformes y de los ordenes de
mamiferos Chiroptera y Rodentia suelen permanecer estables o incrementan dependiendo
del grado de perturbacién antropogénica, mientras que en el caso del orden de aves
Psittaciformes y los 6érdenes de mamiferos Carnivora y Primates, su abundancia disminuye
conforme aumenta la antropizacion del paisaje (Gibb et al., 2020). Estos resultados indican
que las perturbaciones antropogénicas pueden tener un efecto positivo o negativo
dependiendo de cada grupo taxonémico y su capacidad de resiliencia.

Las especies que tienen la capacidad de sobrevivir a la antropizacion se han asociado con
agentes infecciosos que generan enfermedades infecciosas emergentes. Aunque estas
especies se consideran como una de las causas relacionadas con la proliferacion de este tipo
de enfermedades, se ha estudiado que el cambio de uso de suelo es la razon principal por la
que las enfermedades infecciosas aparecen (Brearley et al., 2013; Gibb et al., 2020). Las
enfermedades infecciosas emergentes son aquellas en las que el agente infeccioso
involucrado es desconocido para el ser humano pero que, debido a un proceso evolutivo,
dicho agente puede afectar a un nuevo hospedero y suele ser detectado debido a que su
diseminacion aumenta drasticamente en una poblacion y 4rea geografica determinada
(Hassell et al, 2017; Holmes, 2022). Aquellos agentes infecciosos que generan
enfermedades emergentes comienzan a ser un problema de salud de mayor interés cuando
ocasionan epidemias que se convierten en pandemias para la poblacion humana (IPBES,
2020). La mayoria de las enfermedades emergentes que afectan a los seres humanos son
zoondticas, es decir, el agente infeccioso que produce la enfermedad tiene su origen en
animales, principalmente animales silvestres, y puede transmitirse a los seres humanos. No
obstante, es importante aclarar que las zoonosis pueden suceder en sentido contrario: los

seres humanos también pueden transmitir sus agentes infecciosos a otros animales, por lo



que las zoonosis se consideran un fenémeno bidireccional entre animales (silvestres y
domésticos) y seres humanos (Olival et al., 2017; Plowright et al., 2017). A la transmision
de agentes infecciosos entre dos hospederos de diferentes grupos taxonémicos se le conoce
como salto taxondmico o “spillover”. Mientras que cuando este agente infeccioso se
establece en el ser humano y nuevamente se transmite a una comunidad de animales
silvestres, diferente a la original, se le conoce como zoonosis inversa o “spillback”
(Plowright et al., 2017; Fagre et al., 2022). En los ultimos afos, el estudio de estos
fenémenos ha sido de gran importancia porque afectan tanto a la salud humana y animal,
como a la conservacion de especies silvestres y ecosistemas.

Los saltos taxonomicos se pueden originar por la alteracion de factores ecologicos y
evolutivos que favorecen la adaptacion de los agentes infecciosos a nuevos hospederos
(Lloyd-Smith et al., 2009; Olival et al., 2017). En el dambito evolutivo, la cercania
filogenética entre los patdgenos y los hospederos (hospederos originales y nuevos
hospederos) es un factor clave que incrementa la probabilidad de transmision del agente
infeccioso (Hassell et al., 2017; Plowright et al., 2017). Esto quiere decir que, entre mas
similitud filogenética presente una especie con el ser el humano, mayor sera la probabilidad
de compartir y contraer agentes infecciosos. Es asi que existen grupos taxondémicos de
mayor interés por la cercania filogenética que tienen con el ser humano como es el caso de
los primates (Olival et al., 2017). Por otro lado, en el ambito ecoldgico es importante
considerar que, ante transformaciones drasticas en el ambiente, principalmente
antropogénicas, se alteran los patrones de transmision de enfermedades que cominmente
no se modificarian sin dichos cambios (Hassell et al., 2017; Olival et al., 2017; Plowright
et al., 2017). Las modificaciones en las interacciones entre el humano y los animales

domésticos con los animales silvestres generan un aumento de la prevalencia de algun



patdgeno, principalmente de origen zoondtico, lo cual también incrementa la probabilidad
de que emerja una enfermedad infecciosa (Han ef al., 2015; Hassell et al., 2017).

Conocer los principales impulsores que predisponen la emergencia de las enfermedades
infecciosas es de gran relevancia debido al aumento en la ocurrencia de estos eventos en los
ultimos 100 afios. La distribucion espacial de casos de emergencia de enfermedades
infecciosas registrados entre 1940 y 2008 permite que se reconozca a los bosques tropicales
como los ecosistemas con mayor riesgo de presentar dichos eventos (Allen et al., 2017).
Esto se debe a los procesos de perturbacion antropogénica que sufren los ecosistemas
tropicales a causa del cambio de uso de suelo, las practicas descontroladas de ganaderia,
agricultura que generan pérdida de habitat, la alta densidad de animales domésticos que
coexisten y tienen interaccion con animales silvestres y la gran riqueza de mamiferos
silvestres que se reconocen como hospederos de agentes infecciosos (Gibb et al., 2020;
Johnson et al., 2020; Glidden et al., 2021). Otro propulsor determinante es la participacion
de especies hospederas implicadas en la transmision de agentes infecciosos zoonoticos
como los murciélagos, primates no humanos y roedores por lo que es indispensable
monitorear y determinar la capacidad de albergar y transmitir agentes infecciosos en
hospederos silvestres que se distribuyen en ecosistemas tropicales modificados por
actividades antropogénicas.

Efectos del cambio de uso de suelo sobre las enfermedades transmitidas por roedores

Los cambios en el uso de suelo generan alteraciones en la composicion y estructura de
las comunidades de animales silvestres, lo cual a su vez modifica la dinamica de transmision
de diversos agentes infecciosos. En general estos cambios incrementan la prevalencia de

diversas enfermedades debido a la adaptacion de especies consideradas como hospederos



reservorios; se considera hospedero reservorio a aquellos individuos que naturalmente
tienen la capacidad de albergar al agente infeccioso y este ultimo, a su vez, depende del
hospedero reservorio para su multiplicacién y transmision a otro hospedero susceptible
(Olival et al., 2017; Plowright et al., 2017; Gibb et al., 2020; IPBES, 2020; Garcia-Pefia et
al.,2021). Un ejemplo claro de este fendmeno se encuentra en las comunidades de roedores,
ya que tienen un efecto marcado ante los cambios antropogénicos debido a que modifican
su abundancia, su estructura y la composicion de sus comunidades lo cual genera que se
vean favorecidas aquellas especies de roedores que se consideran como reservorios
(Mendoza et al., 2020; Garcia-Pefia et al., 2021).

Ahora bien, para entender mejor el efecto del cambio en el uso del suelo sobre las
comunidades de roedores es importante describirlos como grupo taxondémico. Se sabe que
el orden de los roedores tiene una capacidad de adaptabilidad ante diversos tipos de
ecosistemas tan alta que se ha reportado que se encuentran en todos los continentes a
excepcion de la Antértida (Garcia-Pena et al., 2021). Ademas, es el orden de mamiferos con
mayor abundancia, pues representan el 42% de los mamiferos a nivel mundial con un total
aproximado de 2600 especies, por lo que se ha considerado como el orden con mayor
nimero de agentes infecciosos zoonoticos (Johnson et al., 2020; Garcia-Pefa et al., 2021;
Lacher et al., 2021). Al tener estas dos cualidades se ha observado que existen ciertas
especies de roedores capaces de mantenerse cerca de las poblaciones humanas y, por ende,
el cambio en el uso de suelo no repercute de manera adversa en algunas de ellas,
principalmente en aquellas consideradas como reservorios de agentes infecciosos.

Las especies de roedores reconocidas como reservorios presentan caracteristicas que
permiten su adaptabilidad ante perturbaciones en su habitat; por ejemplo, tienen un ciclo de

vida mucho mas acelerado en comparacion con aquellos roedores que no son considerados



como especies reservorias (Garcia-Pena et al., 2021). Esto quiere decir que alcanzan la
madurez sexual a edades tempranas, lo cual les permite reproducirse y, como tienen
periodos de gestacion cortos, logran aumentar drasticamente la densidad de sus poblaciones,
ya que, ademas, sus camadas suelen ser numerosas (Han et al., 2015; Mendoza et al., 2020).
Un dato interesante sobre las especies que tienen un ciclo de vida rapido es que no suelen
invertir muchos recursos energéticos en su sistema inmune por lo que éste no es tan
especializado en sus respuestas inflamatorias ante un agente infeccioso; sin embargo,
evolutivamente les ha permitido tener un sistema inmune mas efectivo, el cual, ademas, les
ha dado la oportunidad de sobrevivir en diferentes tipos de héabitats con una distribucion
global. También se ha detectado que el sistema inmune de aquellas especies con un periodo
de vida més rapido monta una respuesta inmune innata mas eficiente y esto les permite ser
transmisores de una mayor cantidad de agentes infecciosos (Plourde et al., 2017; Keesing y
Ostfeld, 2021). Esto convierte a los roedores reservorios de agentes infecciosos en
elementos importantes en el ciclo de transmision de enfermedades, principalmente en
ambientes de interfaz entre el ser humano, los animales domésticos y la fauna silvestre.
Asimismo, existen estudios mas especificos que evaluan la capacidad de especies de
roedores reservorios junto con los no-reservorios ante los efectos del cambio y uso de suelo.
Ellos indican que el cambio de uso de suelo tiene un efecto positivo en la abundancia y
densidad de especies de roedores reservorios. Sin embargo, esto depende mucho del tipo de
impacto antropogénico y del agente infeccioso que se esté evaluando (Morand ef al., 2015;
Young et al., 2017; Mendoza et al., 2020). Es importante hacer hincapié en que existen
muchos otros factores a considerar para hacer esta evaluacion, por ejemplo, se podrian
considerar factores como el tipo de estudio (longitudinal o transversal), el clima en el que

se esté trabajando, las interacciones entre poblaciones y comunidades que se generen en la



modificacion del habitat, el tipo de ecosistema, y como todos estos factores afectarian a las
comunidades de roedores (Young et al., 2017; Arce-Pena et al., 2019; Mendoza et al.,
2020). Los estudios realizados a través de un meta-analisis han buscado responder como
son los efectos del cambio en el uso de suelo en las comunidades de roedores y han llegado
a una conclusion clara y positiva en el aumento de las densidades poblacionales de estos
roedores reservorios (Mendoza et al., 2020). Aun asi, siempre es importante mantener en
observacion a los roedores, pues, a pesar de ser un orden de mamiferos tan resiliente y
adaptable, factores como las aceleradas y severas modificaciones de los ecosistemas, la
escasez de los recursos, el cambio climatico, y los multiples cambios generados por el
humano en los ultimos afios pueden hacer que aquellas especies de roedores que
aparentemente estan libres de cierto patogeno puedan dejar de estarlo, ocasionando que lo
que antes era algo “predecible”, ya no lo sea en la actualidad. No se puede generalizar ideas
y teorias cuando tratamos con variables tan cambiantes y poco estables como lo son las que
se consideran en este estudio, por lo que se debe mantener monitoreos constantes que
incluyan sujetos de estudio tan relevantes como los roedores para asi evitar omitir un evento
importante para la salud humana y animal.

La evaluacion de la cantidad de agentes infecciosos que albergan las especies de roedores
consideradas como reservorios ha arrojado datos interesantes que enfatizan la razon por la
que en los ultimos afios ha sido tan relevante enfocarse en este grupo de estudio. Dentro de
los posibles agentes infecciosos que pueden transmitir los roedores se encuentran virus,
bacterias, hongos, helmintos y protozoarios; se han detectado mas de 60 posibles zoonosis,
entre las cuales existen enfermedades que han tenido gran relevancia en la salud publica
como la salmonelosis, la peste bubdnica, leptospirosis, leishmaniasis, toxoplasmosis,

babesiosis, fiebre de Lassa, sindrome pulmonar por hantavirus y enfermedad de Lyme (Han



10

et al., 2015; Dahmana et al., 2020). Aunado a esto, existen algunas especies de roedores
que se conocen como “super-host” porque pueden albergar de dos a once agentes
infecciosos con potencial zoonoético; es decir, los roedores “super-host” tienen la capacidad
de mantener mas de un agente infeccioso capaz de dar un salto taxonémico que afecte a la
salud humana (Han et al., 2015). Debido a esto, en el estudio especifico de los virus
zoondticos, el Orden Rodentia es primordial, pues incluso se ha registrado que, mas que
otro grupo taxondmico, ellos son la fuente de mas de la mitad de los virus zoondticos que
se originan en los mamiferos (Johnson ef al., 2020; Keesing y Ostfeld, 2021).

Los estudios recientes que se enfocan en las enfermedades emergentes y en las zoonosis
se orientan al estudio de los virus. En ellos se ha identificado que los virus son los agentes
infecciosos que mayor nimero de enfermedades emergentes ha causado debido a la gran
cantidad de virus que existen en los roedores en comparacion con las bacterias o los hongos
(Han et al., 2015). Existen diversas interfaces entre los seres humanos y los roedores en los
cuales los ciclos de transmision de los virus se pueden ver favorecidos. La mayoria de los
brotes generados por estos virus se deben al contacto directo o indirecto con los roedores
reservorios (Williams et al., 2021). Dentro de los posibles ciclos de transmision que existen
en las poblaciones de roedores y los humanos se encuentran: 1) a través del contacto
indirecto con los roedores a partir de particulas secretadas como orina, heces y saliva que
pueden permanecer en superficies, aerosoles o liquidos por lo que pueden ser aspiradas o
consumidas (agua o alimentos contaminados) por los seres humanos; y 2) a través de
contacto directo con el roedor como lo seria una mordedura, o incluso en algunos estados
de México se ha reportado la transmision por medio del consumo de la carne de los roedores
(Barragan, Retana y Naranjo, 2007; Williams et al., 2021). Al identificar los ciclos de

transmision de los diversos agentes virales es posible tener mas informacion sobre los virus
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zoondticos, las especies de roedores silvestres con las que se les asocia para asi establecer
medidas de prevencion.

Esto es fundamental ya que existen virus que, dentro de su patogenicidad, no afectan la
salud de los roedores, pero persisten en los individuos, y podemos determinar que son una
fuente importante de transmision de enfermedades de origen viral (Williams et al., 2021).
El hantavirus es un ejemplo de virus zoondtico muy estudiado debido a la gravedad de la
enfermedad que provoca. Se estima que existen al menos diez especies de hantavirus
provenientes de los roedores capaces de producir enfermedades graves en el humano como
lo es el sindrome pulmonar por hantavirus en América (Eastwood et al., 2018). Se sabe que
se transmite al humano cuando éste aspira particulas infecciosas de las heces u orina del
roedor reservorio por lo que su ciclo de transmision se genera a partir del aumento de la
interaccion entre el humano y los roedores reservorios (Langlois et al., 2001). Se han
reportado brotes de esta enfermedad en habitats modificados por el humano, principalmente
en diversas zonas de bosques en América, en donde los cambios en el uso de suelo han ido
en aumento debido a las producciones agricolas y ganaderas, provocando asi el aumento de
la interaccion entre el ser humano con los roedores reservorios, los cuales incrementan sus
poblaciones al ser favorecidos por las modificaciones antropogénicas. Muchos de estos
estudios se han realizado en diversos paises en donde se han registrado brotes importantes
de hantavirus como es el caso de Estados Unidos, Canadé, Panamad, Paraguay, Brasil, Chile
y México (Langlois et al., 2001; Suzéan et al., 2008; Milazzo et al., 2012; Rubio, Avila-
Flores y Suzan, 2014; Eastwood et al., 2018; Curtis et al., 2019). Este ejemplo nos ayuda a
demostrar la importancia del estudio del efecto del cambio en el uso del suelo sobre las
enfermedades transmitidas por los roedores.

Al integrar todas las caracteristicas anteriormente descritas sobre los roedores queda
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claro que aquellos que son reservorios pueden tener la capacidad de sobrevivir a diversos
gradientes de perturbacion antropogénica debido a sus ciclos de vida rapidos, a sus habitos
generalistas de habitat y a su afinidad sinantropica (Mendoza et al., 2020). Esto es
significativo porque el aumento de las poblaciones de especies de roedores reservorios trae
consigo el incremento de la prevalencia de agentes infecciosos con los que se les asocia, y,
junto a su cualidad sinantropica, los convierten en el puente por excelencia entre el ser
humano, algunos vectores, la fauna silvestre y la fauna doméstica (Han et al., 2015; Wu et
al.,2018). Por todas estas caracteristicas y la gran riqueza de agentes infecciosos zoonoticos
que poseen, los roedores silvestres son un excelente modelo de estudio para comprender la
ecologia de diversas enfermedades infecciosas, principalmente de aquellos agentes
involucrados en ciclos de transmision multi-hospedero, los cuales no han sido tan

explorados desde un enfoque eco-epidemioldgico en nuestro pais.

Parasitos asociados con roedores en México

En el area de ecologia de enfermedades, el estudio de las asociaciones parasitos-
roedores silvestres ain se encuentra en desarrollo y presenta diversos vacios y
oportunidades de investigacion. Se han realizado pocas investigaciones en los ultimos
veinte afios y las que se han hecho se concentran en grupos particulares de agentes
infecciosos (Colunga et al., 2019). La mayoria de los estudios de enfermedades en roedores
en nuestro pais se concentra en ciertas enfermedades zoonoticas relacionadas con las
bacterias Salmonella spp., Campylobacter spp., Leptospira interrogans, Rickettsia typhi 'y
Borrelia burgdorferi (Torres-Castro et al., 2018; Rodriguez-Rojas et al., 2020; del Carmen
Gutiérrez-Castillo, Henri Paasch-Martinez y Leticia Calderon-Apodaca, 2022). Algunos
protozoarios como Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. (Orduia-

Mayares et al., 2022; Torres-Castro et al., 2022). Pocos helmintos Hymenolepis spp. y
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Hydatigera taeniaeformis (Panti-May, Torres-Castro y Hernadndez-Betancourt, 2021) y
ciertos virus como Hantavirus y Flavivirus (Milazzo et al., 2012; Baak-Baak et al., 2018;
Colunga et al., 2019). Son pocos los estudios que se enfocan en la relacion entre los virus y
los roedores silvestres, y son aiin mas escasos los estudios que relacionan la prevalencia de
agentes zoonoOticos en roedores silvestres con los cambios en el uso de suelo. Con excepcion
de los hantavirus, en donde si se ha relacionado la disminucion de los bosques en México
con el aumento en la prevalencia de esta enfermedad, en la mayoria de los estudios no se ha
explorado lo suficiente la relacion en la deteccion de los agentes infecciosos con el cambio
en el uso de suelo de los paisajes y ecosistemas mexicanos, dejando de lado la posibilidad
de relacionar a otros agentes infecciosos de los roedores con los cambios antropogénicos
que han ido en aumento en los ultimos afios y que en un futuro pueden llegar a afectar la
salud publica.

Este vacio de informacion y falta de estudios es motivo suficiente para comenzar a
realizar una vigilancia constante de otras familias de virus que comparten caracteristicas
genéticas y ecoldgicas similares a las de aquellos que generan enfermedades zoondticas en
los seres humanos, lo cual también es fundamental para prevenir enfermedades emergentes
futuras. Dentro de estas caracteristicas genéticas relevantes se encuentran los virus con
material genético RNA y con genoma segmentado, ya que pueden generar reordenamientos
en algunos genes que, junto con la disminuciéon de la correccion de errores durante la
replicacion del genoma viral, dan la oportunidad de generar mutaciones. Esto, a su vez,
evolutivamente ha permitido que estos virus se adapten a muchos hospederos y persistan en
el ambiente (Woolhouse, Adair y Brierley, 2013; Carrasco-Hernandez et al., 2017).
Ademés, los factores ambientales como el cambio y uso de suelo en los sitios donde se

establecen estos virus pueden generar cambios en su dindmica de transmision junto con sus
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hospederos reservorios permitiendo que estos virus se adapten a nuevos hospederos
susceptibles (Carrasco-Hernandez et al, 2017). Considerando lo anterior, podemos
mencionar algunas familias virales que cumplen con caracteristicas que les permiten infectar
a diversos hospederos y ser de importancia en la salud publica y en la salud animal, tal es el

caso de los coronavirus y los influenzavirus (Yang et al., 2022).

Roedores como hospederos de virus de influenza A

Los virus de influenza tienen caracteristicas particulares que permiten comprender mejor
su alta adaptabilidad, su capacidad multi-hospedera y como estas singularidades favorecen
que se conviertan en un agente infeccioso de gran importancia en el drea eco-
epidemioldgica. Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae y debido
a la gran diversidad de virus de influenza se han clasificado de acuerdo con su género,
especie, tipo y subtipo. De acuerdo con esta clasificacion, los virus de influenza cuentan
con cinco géneros: Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus, y
Delatinfluenzavirus, cada uno con sus respectivas especies, virus de influenza A, virus de
influenza B, virus de influenza C'y virus de influenza D. Los virus de influenza cuentan con
un genoma que se compone de segmentos de RNA de cadena sencilla con polaridad
negativa; los virus de influenza A y B cuentan con ocho segmentos de genoma RNA,
mientras que los virus C y D cuentan con siete (Krammer et al., 2018; Yang et al., 2022).
Los virus de mayor importancia en la salud publica y animal son los de influenza A debido
a su capacidad multi-hospedera. Estos virus estdn envueltos en una capa lipidica en la que
se encuentran tres glicoproteinas virales integrales, la hemaglutinina (HA), la
neuraminidasa (NA) y la proteina de membrana (M2), las cuales rodean a la proteina de
matriz (M1) que es la que contiene los ocho segmentos de RNA viral (Krammer et al.,

2018). El genoma viral esta rodeado por la nucleoproteina (NP) asociada a un complejo
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proteico constituido por tres proteinas llamadas polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa
basica 2 (PB2) y polimerasa acida (PA), que componen la RNA polimerasa viral, por tltimo,
se encuentra la proteina de exportacion viral (NEP), también conocida como la proteina no

estructural 2 (NS2) (Krammer et al., 2018) (Fig. 1).
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Figura 1.- Representacion grdfica de la estructura de una particula de virus de influenza A
o influenza B. Se senalan los elementos del exterior hacia el interior: la envoltura lipidica
(lipid enveloped) junto a las glicoproteinas (HA, NA, M2), y la proteina matriz (M1) que
cubre a los 8 segmentos del genoma RNA rodeado por su nucleoproteina (NP) y su complejo
proteico (PB1, PB2, PA). Tomado de: Krammer ef al., 2018.

Las dos glicoproteinas virales HA y NA que se encuentran en la superficie de la particula
viral son las principales determinantes de patogenicidad de los virus y se utilizan para la

clasificacion del subtipo de virus (Krammer et al., 2018). Existen 18 tipos diferentes de HA
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y 11 de NA que se han identificado en diversos hospederos que van desde animales
domésticos hasta animales silvestres y seres humanos. Ademas, se ha identificado que cada
especie de virus de influenza (A, B, C y D) tiene la capacidad de infectar a diversos
hospederos, pero sin duda, los virus de influenza A abarcan a un mayor niimero de

hospederos en comparacion con otras especies (Fig. 2).
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Figura 2.- Diversidad de hospederos que abarcan los virus de influenza de acuerdo con la
especie. Aquellos hospederos que se sobreponen en mas de un 6valo pueden llegar a ser
susceptibles a mas de una especie de virus. Tomado de: Kuchipudi y Nissly, 2018.

La capacidad de infectar a una gran cantidad de hospederos que van desde el ser humano
y animales domésticos hasta aves y mamiferos silvestres hace que el monitoreo de los virus

de influenza A sea mas relevante para evaluar asi tanto la salud humana como la animal

(Kuchipudi y Nissly, 2018). A pesar del estudio constante de los virus de influenza A en
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diversos hospederos se siguen reportando brotes y serovariedades nuevas. Algunos
ejemplos que han causado gran interés en la tltima década son los virus de influenza A en
una nueva especie de aves: los pingiiinos africanos (Spheniscus demersus) en Namibia,
Africa con la serovariedad H5NS del 2020, asi como el reporte de nuevas HA (H17 y H18)
y NA (N10 y N11) en murci¢lagos de Centroamérica en el 2011 y 2013 (Tong et al., 2013;
Molini et al., 2020). Estos ejemplos permiten comprender que a pesar de la gran cantidad
de estudios que existen sobre los virus de influenza A, se siguen encontrando casos y
serovariedades no descritas debido a las caracteristicas ecologicas y evolutivas de estos
virus que les permiten ser tener un sistema multi-hospedero y generar saltos taxonémicos
relevantes para la salud publica y la animal.

Los virus de influenza A pueden dar saltos taxonomicos de sus reservorios principales,
las aves silvestres, hacia otros hospederos como las aves de produccion, los mamiferos
silvestres y domésticos o incluso el ser humano. Algo que ha permitido que los virus de
influenza A den estos saltos taxondmicos, ademas de su alto rango de mutacidon por su
genoma RNA segmentado y la falta de mecanismos de correccion de errores durante la
replicacion del genoma viral, es la deriva y el cambio antigénicos (Kuchipudi y Nissly,
2018). La deriva antigénica es el proceso evolutivo y adaptativo de los virus en el que mutan
sus proteinas de superficie, es decir, los sitios antigénicos para que el sistema inmune del
hospedero no logre reconocerlos (Kuchipudi y Nissly, 2018). Por otro lado, el cambio
antigénico es el proceso a partir del cual dos virus de influenza se combinan generando un
virus nuevo y diferente (Kuchipudi y Nissly, 2018). A pesar de que estos mecanismos
evolutivos raramente tienen éxito para lograr infectar a nuevos hospederos, existen ejemplos
de virus de influenza A en donde han resultado efectivos y han provocado importantes

epidemias y pandemias (Kuriakose, 2017; Bi, Li y Shi, 2022).
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A lo largo de la historia de la humanidad se han descrito varias pandemias producidas

por virus de influenza A. Algunas que podemos mencionar son la gripe rusa en 1889-1890

(HINT), la gripe espanola en 1918-1920 (HIN1), la gripa asiatica en 1957-1958 (H2N2), la

gripe de Hong Kong en 1968-1969 (H3N2), y la pandemia HIN1 en 2009-2010 (Kuriakose,

2017; Bi, Liy Shi, 2022). Se ha confirmado con analisis filogenéticos que la causa de estas

pandemias es el reordenamiento del genoma viral entre virus de origen animal y virus de

origen humano (Bi, Li y Shi, 2022). En afios recientes se han registrado infecciones en

humanos con virus emergentes de influenza A de origen aviar de diversas serovariedades

en China (B1, Li y Shi, 2022) (Fig. 3). Estos brotes resaltan el riesgo actual y constante de

que se origine una pandemia a raiz de los virus de influenza A si no se mantiene un

monitoreo epidemiologico riguroso, sobre todo en hospederos poco estudiados.
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Figura 3.- Infecciones emergentes de virus de influenza A aviar en humanos del 2013 al
2022 en China. En esta linea del tiempo se representan los primeros reportes de infeccion en
humanos de los virus de influenza A con las serovariedades H7N9, H6N1, HIONS, H5N6,
H7N4, HION3, HSN8 y H3N8. Tomado de: Bi, Li y Shi, 2022.

Ademas de las pandemias que han marcado la historia de la humanidad, en afios recientes
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se han realizado estudios de los virus de influenza A en mamiferos silvestres,
principalmente en mamiferos sinantrdpicos para comprender mejor los mecanismos de
transmision de estas especies hacia animales domésticos que puede ocasionar pérdidas
economicas graves (Vandalen et al., 2009; Choi et al., 2015; Root y Shriner, 2020). Algunos
grupos taxonomicos en los que se han encontrado virus de influenza A incluyen los
lagomorfos, los cénidos, los félidos, los mustélidos, los artiodactilos, los procidonidos y los
roedores. Estos estudios se realizaron en una gran variedad de habitats y paises entre los
cuales se encuentran Rusia, China, Egipto, Estados Unidos, Corea, Espaia y México (Root
y Shriner, 2020). Aunque es amplio el rango de hospederos en los que los virus de influenza
A tienen €xito en replicarse, es evidente la falta de informacion que existe en muchos grupos
de mamiferos silvestres y la importancia de seguir estudiando a aquellos que tienen gran
potencial de mantener contacto con el ser humano, la fauna silvestre y los animales
domésticos.

La asociacion eco-epidemiologica de los roedores silvestres con los virus de
influenza A ha sido explorada muy superficialmente bajo contextos muy especificos y en
pocos paises. Los Estados Unidos de América es uno de los paises que ha comenzado a
investigar mas sobre esta asociacion y han identificado que roedores Mus musculus y Rattus
norvegicus que habitan en zonas cercanas a granjas avicolas o a areas urbanas son capaces
de infectarse con virus de influenza aviar H3N6, H3N8 y H4N6 asociados a las aves
silvestres y con subtipos H4NS y H6N2 asociados a aves domésticas (Shriner et al., 2012;
Cummings et al., 2019). Ademas, de manera experimental han demostrado que estos virus son
capaces de replicarse en algunas especies de roedores como el Mus musculus, considerado
como un hospedero susceptible y permisible a la infeccion por virus de influenza (Shriner

et al., 2012; Cummings et al., 2019). Estos resultados han permitido suponer que los
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roedores con comportamiento sinantrépico podrian participar en la transmision de los virus
de diversas maneras, ya sea que funcionen como hospederos mecanicos o que en su busqueda
de alimento y fuentes de agua se infecten a través del consumo de cadaveres o cuerpos de
agua contaminados y posteriormente, transmitan el virus a sus depredadores u otros
hospederos (Shriner et al., 2012; Velkers et al., 2017). Otro pais en donde algunos
investigadores han hecho estudios al respecto, pero bajo un contexto diferente ha sido China
que se ha enfocado en realizar analisis metagenomicos de diversos virus en roedores
silvestres de los bosques del pais y han tenido lecturas asociadas con la familia
Orthomyxoviridae en las heces de roedores (Yin, Wan y Chen, 2022). Estos resultados
sugieren que algunos virus de esa familia estan infectando a esos ratones y también permite
hipotetizar que podria tratarse de virus de influenza. Fuera de estos paises y de estos
modelos de estudio, la asociacion de los roedores con los virus de influenza sigue sin ser
explorada a profundidad a pesar de que estos resultados nos indican que existe la posibilidad
de que los roedores formen parte de los ciclos de transmision de los virus de influenza A.
En México es importante mantener una vigilancia epidemiologica constante de diversas
enfermedades emergentes debido al aumento del cambio y uso de suelo en diferentes tipos
de ecosistemas. Dentro de la gran diversidad de ecosistemas, los bosques tropicales cuentan
con una gran diversidad de mamiferos que tienen el potencial de ser reservorios de
enfermedades (Lorenzo-Monterrubio et al., 2017). En los ultimos afios los bosques
tropicales mexicanos se han visto afectados por actividades antropogénicas como la mineria,
la ganaderia y la agricultura, lo que ha aumentado el contacto entre seres humanos y
poblaciones de animales silvestres con el potencial de transmitir enfermedades zoondticas,
en particular los roedores (Lorenzo-Monterrubio et al., 2017). Los principales bosques

tropicales de México se encuentran al sureste del pais, una region comprendida por los
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estados de Yucatan, Quintana Roo y Campeche en donde las actividades antropogénicas,
como la ganaderia y la agricultura, y las actividades de turismo y ecoturismo han ido en
aumento provocando que exista mayor interacciéon de los seres humanos y animales
domésticos con los animales silvestres. Algunos estudios en el estado de Campeche
vinculan la existencia de los virus de influenza A con animales silvestres. Se reportaron
cerdos asilvestrados (Sus scrofa) positivos a influenza A por medio del aislamiento y
secuenciacion del virus HSN2 (Maya-Badillo ef al., 2020). Por otra parte, algunos cerdos
asilvestrados fueron seropositivos a varios subtipos virales, HIN1, H3N2, H5N2 con
origenes humanos, porcinos y aviares, lo cual sugiere que estos virus podrian circular en
distintos hospederos silvestres y sinantropicos en diversos ciclos de trasmision (Maya-
Badillo et al., 2020). Sin embargo, la informacion de la relacion entre los virus de influenza
Ay los roedores silvestres en México es nula.

El entendimiento de las caracteristicas ecologicas y evolutivas de los virus de influenza
A junto con sus altos rangos de mutacion debe considerar que existe la posibilidad de que
se generen adaptaciones de estos virus en diversos hospederos poco estudiados y que son
un riesgo latente de que exista un salto taxondmico que podria afectar la salud publica y
animal y mas si continua la alteracion de los ecosistemas para obtener un beneficio. Por ello
se debe mantener un modelo de estudio en el que se abarquen diversos hospederos y que no

solo se centre en los mas estudiados o conocidos (Fig. 4).
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Figura 4.- Modelo de la busqueda de agentes zoondticos en humanos. (A) Enfatiza los saltos
taxondmicos de una unica especie reservorio hacia el humano, eventos raramente
identificados y escasos. (B) La realidad de los eventos zoondticos con multiples especies
hospederas cuyos papeles especificos en los mecanismos de transmision hacia el humano son
desconocidos. (C) Numero de enfermedades virales zoonoéticas que tienen varias especies de
animales hospederas ademas del humano. Tomado de: Keesing y Ostfeld, 2021.
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JUSTIFICACION

Es posible que los roedores formen parte de la transmision del virus de influenza A, ya que
el virus tiene una amplia capacidad de adaptacion a nuevos hospederos debido a su evolucion
continua. Sin embargo, no se especifica si los roedores son capaces o no de transmitir el virus
a otras especies o si dentro de la misma especie existe algin tipo de contagio. Debido a esto,
resulta de suma importancia reconocer el papel eco-epidemioldgico de los roedores en la
transmision y el mantenimiento de virus de influenza A en ambientes en los que podrian tener

interacciones con los seres humanos, animales silvestres y domésticos.
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HIPOTESIS

La exposicion de virus de influenza A en roedores silvestres de Campeche se podra ver
favorecida en ambientes con diferente grado de perturbacion antropogénica causada por la
modificaciéon del paisaje generada por las producciones pecuarias, las producciones
agricolas y el desarrollo de asentamientos humanos. Esto en funcion de que el cambio de
uso de suelo genera cambios en la estructura de las comunidades de roedores silvestres y

variaciones en la ecologia de las enfermedades infecciosas con las que se asocian.



25

OBJETIVOS

Objetivo general
Identificar la exposicion de los virus de influenza A en roedores silvestres de Campeche,
asi como la relacion que pueden tener las perturbaciones antropogénicas a través del
cambio de uso de suelo sobre la prevalencia de estos virus en las comunidades de roedores

silvestres.

Objetivos particulares

1. Conocer la riqueza de especies y abundancia de roedores silvestres en
ambientes antropizados de Campeche.

2. Identificar la relacion que puede tener el cambio de uso de suelo sobre las
comunidades de roedores.

3. Identificar la relacion que puede tener el cambio de uso de suelo sobre la

seroprevalencia de los virus de influenza A.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El trabajo de campo se llevd a cabo en 18 sitios de muestreo distribuidos en los
municipios de Carmen, Palizada, Champotén, Escarcega y Calakmul, pertenecientes al estado
de Campeche, region del sureste de México (Fig. 5). El estado colinda al norte con Yucatan,
al este con Quintana Roo y Belice, al sur con Tabasco y Guatemala, al oeste con Tabasco y
el Golfo de México. Debido a su posicion geografica y al tener un frente costero, su clima se
ve altamente influenciado por los mares y cuencas hidricas que lo circundan. De manera
general, los climas que predominan en el estado son célidos y semicalidos con lluvias en
verano y presencia estacional de la canicula (CONABIO, 2021). La temperatura promedio
anual es de 26.6 °C con una precipitacion promedio anual de 1272.8 mm (CONABIO, 2021).
De acuerdo con la Secretaria de Economia y datos obtenidos del Censo Econdémico 2019
(INEGI, 2019), las actividades econdémicas que concentraron mayor numero de unidades
economicas de los cinco municipios son el comercio al por menor y los servicios de
alojamiento temporal y de preparacion de alimentos y bebidas. Dentro de las actividades de
agricultura, produccion animal, aprovechamiento forestal, pesca y caza a nivel nacional, los
municipios de Carmen y Champotoén son los que tienen mayor numero de unidades
economicas por parte del estado de Campeche (INEGI, 2019).

Los municipios donde se realizé el estudio presentan diversos grados de perturbacion
antropogénica del paisaje, por lo que los sitios de muestreo se seleccionaron a través de los
siguientes criterios: (i) sitios con fragmentos de bosque tropical en diferentes etapas de

desarrollo, (ii) sitios con bosque tropical continuo y (iii) sitios asociados a la presencia de
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actividades antropogénicas como ganaderia, agricultura, aprovechamiento forestal,

carreteras, caminos o asentamientos humanos.
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Figura 5.- Mapa de los sitios de muestreo del estado de Campeche. Los puntos de colores
representan los 18 sitios donde se realizé el muestreo en los diferentes municipios.

Captura, determinacion taxondomica y toma de muestras roedores silvestres

El trabajo de campo se realiz6 durante los meses de abril, mayo, octubre y noviembre
del afo 2021. Para capturar a los roedores silvestres se utilizaron 100 trampas Sherman por
sitio de muestreo. Se establecieron entre uno y cuatro transectos para colocar las trampas
conforme a las dimensiones y la estructura de la vegetacion del sotobosque de cada sitio.
Para disminuir la competencia entre trampas y el efecto de borde, las trampas se colocaron
con ayuda de un flexometro al menos a 20 metros de distancia de los bordes del bosque y 10

metros de distancia entre cada una de las trampas (Arce-Pefia et al., 2019). Se utilizé un GPS
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(GARMIN ETREX 32x) para registrar la ubicacion espacial de los puntos geograficos en los
que se colocaron las trampas (Anexo 1).

Al activar las trampas se utilizdo como cebo una mezcla de platano maduro, avena
rolada, crema de cacahuate y esencia de vainilla, la cual se present6 en forma de bola
(Rendon-Franco et al., 2014; Torres-Castro et al., 2018). Las trampas se colocaron antes del
atardecer y se revisaron tres horas después del amanecer del dia siguiente durante dos
noches consecutivas por cada sitio de muestreo. Para aumentar el éxito de captura, las
trampas en las que se capturd algiin roedor fueron colocadas nuevamente sin lavarse con la
finalidad de que el olor actuara como atrayente para un nuevo roedor de la misma especie
(Brouard et al., 2015). Para evitar la contaminacion con otros olores en las trampas y
el cebo se utilizaron guantes de nitrilo durante la preparacion del cebo, la colocacion
y activacion de las trampas. Se registro el peso, el sexo, la edad (adulto o juvenil), el
estado reproductivo (reproductivo, no reproductivo, gestante, lactante o postlactante) y

variables morfométricas de los individuos capturados (Fig. 6).

L,OV’\@'\W coln Lon@x+ud Luevpo

Figura 6.- Medidas morfométricas obtenidas durante el manejo de los roedores. Se observan
las siguientes medidas: longitud de la oreja derecha, longitud del cuerpo, longitud del pie
derecho y longitud de la cola. Esquema realizado por: pMVZ Karen E. Rivera Rosas.
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Para determinar el estado reproductivo de los roedores se utilizaron las variables
morfométricas obtenidas durante el manejo de los animales. Se consideraron juveniles no
reproductivos a todos los individuos que presentaron valores por debajo de los rangos de las
variables morfométricas de los adultos de cada especie. Ademas, en el caso de las hembras
la vulva se observé completamente fusionada y las glandulas mamarias poco desarrolladas.
Por otro lado, en el caso de los machos no se observo el descenso de los testiculos (Gockel y
Ruf, 2001; Massawe et al., 2011).

Se consideraron como adultos reproductivos a aquellos individuos que presentaron
medidas morfométricas dentro de los rangos establecidos para cada especie. En el caso de
los machos, los testiculos se observaron completamente descendidos y en el caso de las
hembras se observo la perforacion de la vulva (Gockel y Ruf, 2001; Massawe et al., 2011).
Para el caso de las hembras adultas se utilizaron las siguientes categorias referentes al estado
reproductivo (Gockel y Ruf, 2001; Massawe et al., 2011):

e Hembra gestante: el ejemplar presenta desarrollo evidente de la glandula mamaria

y al realizar la palpacion abdominal se alcanzan a palpar los fetos.

e Hembra lactante: el desarrollo de la glandula mamaria es evidente y al realizar un
ligero masaje en la misma se genera una expulsion de leche.

e Hembra postlactante: los pezones se observan alargados, desprovistos de pelo en
los alrededores y al realizar un masaje de la glandula mamaria no existe expulsion
de leche.

La identificacion de las especies se realizo con apoyo de la guia de campo 4 field guide to the
mammals of Central America and southeast Mexico (Reid, 2009) junto con una guia rapida

realizada por el C. a DC. MVZ Guillermo Orta Pineda y la pMVZ Karen Elizabeth Rivera
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Rosas con apoyo de fotos obtenidas durante el trabajo de campo (Anexo 2). Ademas, se
realizé un listado potencial de las especies registradas en la region, el cual se gener6 a partir
de la revision sistematica de la literatura cientifica con la siguiente ecuacion de busqueda:
“(rodents) AND (Campeche OR Tabasco OR Chiapas OR Yucatan) AND (Mexico)” entre
el ano 1980 y el afio 2021 a través de la coleccion principal de la Web of Science y Google
Scholar (Anexo 3).

Para obtener las muestras de sangre de los roedores se realizO una puncién
intraocular en el plexo retro-orbital (Sikes and the Animal Care and Use Committee of the
American Society of Mammalogists, 2016) con el uso de tubos capilares con heparina, y la
sangre se depositd en las tiras de papel filtro cubriendo la mayor parte posible de la
superficie del papel filtro (Advantec® Nobuto Strips, item # EW-06644-40) (Dusek et al.,
2011; Sotomayor-Bonilla et al., 2018; Curtis et al., 2019). Una vez que las tiras de papel
filtro estuvieran completamente secas, se colocaron en sobres de papel acomodadas de tal
manera que no estuvieran encima unas con otras y se fijaron con cinta adhesiva. Los sobres
de papel se almacenaron en bolsas de pléstico para evitar que se humedecieran, y se
transportaron en un congelador portatil (Astro Al) a -20 °C. Cabe mencionar que no se
obtuvieron muestras de sangre de individuos con un peso menor o igual a 10 g para no
comprometer la vida del animal (Ott-Joslin, 2009). Para los ejemplares que se mostraron
estresados por el manejo y cuya manipulacion fue complicada, se utilizé la técnica conocida
como “Open-drop” para su correcto manejo, asi como para evitar fugas o accidentes de
mordeduras. La técnica consiste en humedecer un algodén o gaza con isoflurano y colocarlo
cerca del ejemplar dentro de un prototipo de capsula disefiada para animales silvestres de
talla pequeia (Fig. 7), evitando asi el contacto directo del anestésico para no ocasionar dafio

en las mucosas del roedor permitiendo la induccion anestésica a través de los vapores que
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desprende el anestésico (Leary and American Veterinary Medical Association, 2020). A
estos ejemplares posteriormente se les dio eutanasia con una sobredosis de anestésicos para

realizar la necropsia y tomar muestras para otros proyectos.

Figura 7.- Prototipo de cdpsula de anestesia inhalada. Se marcan los accesos como “A” 'y
“B” por donde se ingresa a los roedores y por donde se accede a un recipiente de cristal en
donde se coloca el isoflurano en un algodon, respectivamente. La rejilla gris impide que los
roedores estén en contacto directo con el isoflurano, pero permite que el gas se distribuya por
toda la capsula. Esquema realizado por: pMVZ Karen E. Rivera Rosas.

Consideraciones bioéticas

Este proyecto cuenta con una licencia de colecta cientifica emitida por la Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) con numero de licencia
SGPA/DGVS/04241/19 a cargo del Dr. Gerardo Suzdn Azpiri. Ademas, cuenta con el
protocolo aprobado por el Subcomité Institucional para el cuidado y uso de animales
experimentales (SICUAE), con el titulo de proyecto “Fragmentacion del paisaje y ecologia
de los virus de influenza A en aves silvestres y murciélagos del sureste de México” con el

numero de protocolo: SICUAE DC-2021/3-2 de la estudiante de doctorado M. en C. MVZ
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Brenda Aline Maya Badillo del cual se deriva este proyecto de investigacion.
Deteccion de anticuerpos contra Influenza A

El suero se obtuvo a partir de las muestras de sangre en las tiras de papel filtro
(Sotomayor-Bonilla et al., 2018; Curtis et al., 2019). Para estandarizar la técnica de elucion
del suero se realizd una adaptacion de diferentes protocolos (Anexo 4). Para realizar la
elucion del suero se colocaron las tiras de papel filtro cortadas en pedazos mas pequenios en
microtubos con 400 pl de PBS para lograr obtener una dilucion 1:10 de la muestra de sangre
original (Dusek et al., 2011). Se dejaron eluyendo las tiras de papel filtro en refrigeracion
(4 °C) durante 24 h, posteriormente, las muestras se sometieron a bafio Maria a 56°C durante
30 minutos. Finalizado el bafio Maria, las muestras se centrifugaron a 3000 revoluciones
por minuto (rpm) durante 5 minutos para obtener el suero del sobrenadante y traspasarlo a
un nuevo microtubotubo (Dusek et al., 2011). Los sueros fueron preservados en congelacion
hasta su posterior procesamiento.

Para conocer la seroprevalencia de los virus de influenza A se utiliz6 el kit comercial
IDEXX Swine Influenza Virus Ab Test siguiendo todas las indicaciones del fabricante para
la obtencion del diagnostico seroldgico de influenza A en los roedores silvestres (IDEXX
Laboratories, Inc. Westbrook, ME, USA, modelo: 99-0000900) (Houston et al., 2017;
Measures y Fouchier, 2021). Para un mayor detalle de las especificaciones del kit se puede
consultar el Anexo 5.

Analisis del paisaje
Para conocer la composicién del paisaje de los sitios de muestreo se realizd una
clasificacion supervisada de las coberturas del paisaje de cada sitio de muestreo. Se

utilizaron imagenes satelitales Sentinel-2, obtenidas a través del portal Copernicus Open
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Access Hub de acuerdo con las fechas del trabajo de campo. Se utilizaron imagenes multi-
espectrales con una resolucion de 10 metros por pixel con una configuracién de bandas
infrarrojo (Red: band 4, Green: band 1 y Blue: band 2) (Orta-Pineda ef al., 2021). Se utiliz6
la clasificacion basada en segmentos seleccionando el 80 % de los objetos con apoyo de
puntos georreferenciados en campo y se utilizé el método de clasificacion de Arboles de
Decision con ArcGIS Pro-3.0. Las coberturas del paisaje clasificadas para el estudio fueron
las siguientes:

e Asentamientos humanos: aquellos espacios abiertos que estan dominados por

actividades humanas como carreteras, casas, comercios y zonas arqueoldgicas.

e Zonas de agricultura: aquellos espacios en donde hubo una modificacion del paisaje

y predominan cultivos para consumo del ganado y seres humanos.

e Zonas de pastizales ganaderos: aquellos espacios donde hubo una modificacion del

paisaje para establecer potreros para el ganado.

e Bosque maduro: aquel bosque que no presenta modificaciones o perturbaciones

humanas drésticas en su cobertura en los ultimos 100 afios o mas de acuerdo con los
habitantes de la zona y propietarios de los predios. Se caracteriza por una vegetacion
de lento crecimiento con un periodo de vida larga y especies tolerantes a la sombras
(Corlett, 1994; Guariguata y Ostertag, 2001; Bowen et al., 2007; Albrecht, Stallard

y Kalko, 2017).

e Bosque joven: aquellos bosques que presentan una alteracion dréstica de su

composicion y cobertura en los ultimos 100 afios, a causa de las actividades humanas
o por desastres naturales. Generalmente son areas que han tenido un periodo de

tiempo en desuso y, por lo tanto, la vegetacién se encuentra en un proceso de
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restauracion. Se caracteriza por una vegetacion de corto periodo de vida, con

especies pioneras de rapido crecimiento y alta demanda de luz solar (Corlett, 1994;

Guariguata y Ostertag, 2001; Bowen et al., 2007; Albrecht, Stallard y Kalko, 2017).
Partiendo del desconocimiento sobre cudl escala es la més adecuada para realizar el analisis
del paisaje y encontrar un efecto estadistico en las variables de los roedores (riqueza y
abundancia) y la seroprevalencia del virus de Influenza A, se decidi6 analizar las variables
a diferentes escalas (Jackson y Fahrig, 2015). Para decidir dichas escalas se investigaron las
areas de actividad y las distancias maximas registradas de las especies capturadas durante
el estudio y a partir de ellas se establecieron varios rangos (Wolff, Dueser y Berry, 1985;
Medellin, 1992; Saenz, 1999; Betancourt y Lopez-Wilchis, 2003; Hernandez-Betancourt,
Cimé Pool y Medina-Peralta, 2008; Hernandez-Betancourt et al., 2008). Por ultimo,
basandonos en el estudio de Arce-Pena y colaboradores (2019), realizado en un ecosistema
similar y con especies de roedores similares, se encontré que hubo una mayor respuesta
estadistica a ciertas escalas: 400 m, 500 m y 600 m. Es asi como, el andlisis del paisaje de
los sitios de muestreo se decidio hacer en tres escalas diferentes: 400 m, 500 m, y 600 m.
Para conocer y clasificar la matriz del paisaje de cada sitio se calculd la proporcion de
superficie de las coberturas del paisaje en las diferentes escalas.
Anadlisis de datos

Todos los andlisis se realizaron a través de lenguaje de programacion R con la
interfaz del software RStudio (R version 4.2.0 (2022-04-22). Para conocer los valores de
diversidad de especies de roedores se tomd como medida la riqueza de especies presentes

en cada sitio.
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RESULTADOS

Abundancia, riqueza, variables morfométricas y fisioldgicas de los roedores capturados.

Con un esfuerzo de muestreo total de 3600 trampas-noche, se capturaron 130 roedores
en 15 de los 18 sitios de muestreo; en el sitio de Santa Lucia (s1) y Pijije II (s12) ubicados
en el municipio de Palizada y en el sitio Valentin (s10) ubicado en Calakmul no hubo captura
de roedores. Por lo que el éxito de captura del muestreo fue de 3.6%. La mayor abundancia
de roedores fue en el Tormento I (s14) con un total de 37 individuos, seguido por Xpujil (s18)
con 36 (Fig. 8a). De los 130 roedores capturados 66 fueron machos y los 64 restantes fueron
hembras. Para el caso de las hembras capturadas, la mayor cantidad de individuos fueron
hembras adultas y el estado fisioldgico registrado con mayor frecuencia fue de hembras
gestantes (Tabla 1). En el caso de los machos, la mayoria de los individuos capturados fueron
adultos reproductivos (Tabla 1). No se logrdé determinar el estado reproductivo de dos
individuos de la especie Peromyscus leucopus. Se obtuvieron las variables morfométricas y
el peso de los roedores, los promedios de métricas de los machos de cada una de las especies
fueron mayores en comparacion con los valores promedio de las hembras, con la excepcion

de la especie Ototylomys phyllotis (Tabla 2).

Los sitios que presentaron los valores mas altos de riqueza de especies fueron
Encarnacion (s6), Tormento I (s14), Garra de jaguar (s17) y Xpujil (s18) (Fig. 8b). Se pudo
observar que la abundancia de cada una de las especies fue muy diferente a pesar de que la
riqueza fuera similar en estos sitios. (Fig. 9). En total la riqueza fue de ocho especies
diferentes de las cuales las mas abundantes fueron Heteromys gaumeri (34/130), Peromyscus

yucatanicus (31/130) y Ototylomys phyllotis (21/130) (Fig. 9). Ademads, la mayoria de las
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especies capturadas pertenecieron a la familia Cricetidae y unicamente la especie Heteromys

gaumeri pertenecio a la familia Heteromyidae (Fig. 9).
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Figura 8.- Abundancia y riqueza de roedores capturados por sitio. a) Abundancia de los
roedores en cada uno de los sitios donde se obtuvieron capturas. b) Riqueza de roedores en
cada uno de los sitios donde se obtuvieron capturas.
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Tabla 1.- Especies y numero de roedores de acuerdo con su sexo y estado fisiologico.

. Hembras Machos
Especie

AR G J PL L AR J

Handleyomys rostratus 0 6 0 0 0 4 1
Heteromys gaumeri 18 6 1 0 0 9 0
Oligoryzomys fulvenscens 1 1 0 0 0 1 0
Oryzomys couesi 1 0 0 0 0 2 0
Ototylomys phyllotis 1 7 0 1 0 14 5
Peromyscus leucopus 1 3 1 2 0 6 4
Peromyscus yucatanicus 6 5 1 0 1 16 2
Sigmodon hispidus 0 0 0 0 0 1 0
Total 28 28 3 3 1 53 12

Abreviaciones: AR: Adulto reproductivo; G: Gestante; J: Juvenil; PL: Post-lactante; L: Lactante

Tabla 2.- Promedio del peso y las medidas morfométricas obtenidas durante el manejo de
los roedores silvestres por especie y sexo.

Especie Peso (g) LCu (mm) LCo (mm) LO (mm) LP (mm)
M H M H M H M H M H
Handleyomys
rostratus 44 353 99.2 92.2 122.4 108.3 14.2 13.7 26.6 257
Heteromys
gaumeri 60 52.8 1257 1154 137.5 122.5 15.2 14.7 31.8 318
Oligoryzomys
Sfulvenscens 11 12 62 63.5 96 102 12.5 11.5 21 17
Oryzomys
couesi 37.7 35 97.5 104 116 109 15 11 28.2 25
Ototylomys
phyllotis 52.6 74.7 | 1323 1434 108.8 125.7 20.1 21.1 24 23.8
Peromyscus
leucopus 243 23.8 90.9 89.34 87.5 87.6 13.6 13.4 209 204
Peromyscus
yucatanicus 24.4 22.2 91.6 89.8 93.5 94.8 15.8 15.5 20.4 20
Sigmodon
hispidus* 53 0 114 0 76 0 13 0 18 0

Abreviaciones: LCu: Longitud de cuerpo; LCo: Longitud de cola; LO: Longitud de oreja; LP: Longitud de pie;
M: Macho; H: Hembra. *: Especie cuya captura fue sélo de 1 individuo por lo que los valores obtenidos son
exclusivos del macho capturado.
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Site Specie Family

Handleyomys rostratus

Garra de Jaguar

Kml20
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Heteromys gaumeri
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Oligoryzomys fulvenscens Cricetidae
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Orotylomys phyllotis
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Valentin Peromyscus leucopus

Villa Rosa

Peromyscus yucatanicus Heteromyidae

Figura 9.- Familias y especies de roedores capturadas en cada sitio de muestreo. La primera
columna muestra el sitio de muestreo; la segunda, enmarcada en rojo, indica las especies de
roedores capturados; y la tercera corresponde a las familias a las que pertenecen dichas
especies de roedores. Cada color de las barras corresponde a una especie en particular y se
entrecruzan con la familia y los sitios donde hubo capturas de dicha especie. El ancho de las
barras representa la abundancia de los individuos capturados. El diagrama aluvial permite
rastrear e identificar qué especies fueron capturadas en cada uno de los sitios de muestreo al
mismo tiempo que muestra la abundancia de dichas especies en los diferentes sitios.

Deteccion de anticuerpos contra Influenza A

Se obtuvieron 125 muestras de sangre para la obtencion de suero que fueron utilizadas
para la deteccion de anticuerpos contra virus de influenza A. Con los valores obtenidos de la
espectofotometria se calculd la relacion muestra-control negativo para cada una de las
muestras de suero analizadas en el kit de IDEXX Swine Influenza Virus Ab Test. A partir de
esta relacion se consideraron a los valores <0.6nm como positivos a la presencia de

anticuerpos frente a los virus de influenza A y aquellas muestras con valores >0.6nm se
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consideraron negativas a la presencia de anticuerpos frente a los virus de influenza A. Todas
las muestras de suero presentaron valores mayores a 0.6nm por lo que se consideraron

negativas a la deteccion de anticuerpos contra virus de influenza A (Fig. 10).
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Figura 10.- Resultados del cadlculo de la relacion muestra-control negativo para cada una
de las muestras de los roedores. En el eje de las X se encuentra la identificacion de cada uno
de los roedores cuyo suero se evaluo ante la prueba de ELISA. El eje de la Y representa el
rango de los valores calculados de la relaciéon muestra-control negativo considerandose como
punto de corte 0.6 nm marcado con la linea punteada roja.

Analisis del paisaje

La composicion del paisaje de los 15 sitios en los que se tuvo éxito de captura, con
las coberturas establecidas y a las diferentes escalas, demostrd que aquellos sitios con mayor
cobertura de bosque maduro fueron el Tormento I (s14), Tormento II (s15) ubicados en el
municipio de Escarcega y Garra de Jaguar (s17) ubicado en el municipio de Calakmul. En el
caso de los sitios con mayor cobertura de bosque joven se registraron los sitios Villa Rosa
(s2) y San Gabriel (s13) en todas las escalas, el primero ubicado en el municipio de Palizada

y el segundo en Carmen, también se registr6 gran cobertura de bosque joven en Piedras (s11)
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a los 600 m y 500 m, pero en la escala de 400 m fue mayor el porcentaje de cobertura de
Nohan (s4) ubicados en Palizada y Champoton, respectivamente. Por otro lado, los sitios que
tuvieron mayor cobertura de pastizales de ganado se ubican en Carmen y fueron Encarnacion
(s6) y Lules (s16) en todas las escalas, el Pijije (s3) ubicado en Palizada, tuvo gran porcentaje
de cobertura de pastizales para ganado, pero sélo en las escalas de 600 m y 500 m. Por ultimo,
el sitio que tuvo mayor cobertura de zona agricola fue el Km120 (s7) y el que tuvo mayor
porcentaje de asentamientos humanos fue el Xpujil (s18) ambos ubicados en Calakmul (Fig.

11).
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Figura 11.- Composicion del paisaje de los sitios de muestreo con captura de roedores. El
punto central en cada sitio corresponde a la trampa més central que obtuvo captura de algun
roedor y a partir de ahi se establecieron las escalas de 400 m, 500 m y 600 m en cada uno de
los sitios que corresponden a los circulos que van convergentes al punto central.
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Anadlisis de datos

Se comprobaron los supuestos estadisticos de normalidad y homocedasticidad entre
las variables respuesta (riqueza y abundancia de especies de roedores) y las variables
explicativas (coberturas del paisaje a diferentes escalas). Al comprobar que la variable de
riqueza de especies no contaba con una distribuciéon normal, se utilizé el coeficiente de
correlaciéon Spearman con cada una de las variables (Tabla 3) y se obtuvo una correlacion
positiva (r = 0.59) y significativa (p = 0.02) entre la riqueza de especies y la proporcion de la
cobertura de bosque a una escala espacial de 600 m (Fig.12). A partir de esto se realizé un
modelo de regresion lineal simple para comprobar el efecto de la correlacion entre estas
variables en donde se obtuvo un valor de R?= 0.34 y un valor de p= 0.077.

Tabla 3.- Calculo de coeficientes de correlacion de Spearman con cada una de las variables.

Variable explicativa Variables respuesta

Cobertura de paisaje Riqueza Abundancia
Fc_600m 0.5862102* 0.4774899
Al 600m -0.4659295 -0.2142285
Fc 500m 0.4972486 0.4252363
Al 500m -0.3755116 -0.1207239
Fc 400m 0.4300441 0.3017194
Al 400m -0.2892 -0.04155417

Abreviaciones: Fc: Forest cover; Al: Anthropogenic landscape; 600m, 5S00m y 400m se refiere a las escalas
que se utilizaron en el estudio para realizar el analisis del paisaje. *Unico valor de coeficiente de
correlacion >0.5
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S=231.72, p = 0.02, Pspezrmen = 0.59, Clogy, [0.09, 0.85], Npeirs = 15
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Figura 12.- Correlacion entre las variables de cobertura forestal a 600 m y riqueza de
especies de roedores. La linea verde representa como se comporta la riqueza de especies
conforme aumenta la cobertura forestal a 600 m, es decir, a mayor cobertura forestal existira
una mayor riqueza de especies de roedores silvestres.

DISCUSION

El cambio en el uso de suelo es una de las principales causas del aumento en la
prevalencia de las enfermedades emergentes infecciosas, pues genera variaciones de la
biodiversidad, modificaciones en las dindmicas de las comunidades de fauna silvestre y
aumenta la interaccion de los hospederos reservorios de enfermedades con los hospederos
susceptibles generando el intercambio de agentes infecciosos entre los animales silvestres y
los seres humanos. Los cambios en el uso de suelo se han visto implicados con el aumento
en la prevalencia de ciertas enfermedades transmitidas por roedores, ya que se crean
condiciones ecologicas adecuadas para la supervivencia de las especies de roedores
hospederas de ciertos agentes infecciosos (Morand et al., 2015). Las enfermedades

emergentes zoonoticas de mayor preocupacion son aquellas en las que se ven involucrados
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los virus con material genético de RNA y con capacidades multi-hospederas debido a la
constante amenaza que implican en la salud publica y animal, tal es el caso de los virus de
influenza A. Este estudio presenta dos resultados principales. Primero, no existe evidencia
que demuestre que los roedores silvestres capturados en distintos municipios del estado de
Campeche, México estuvieran expuestos a infecciones por virus de influenza A. Segundo, se
demostro6 una correlacion positiva entre la riqueza de especies de roedores y la proporcion de
cobertura forestal a una escala espacial de 600 m.

Los sueros de todos los individuos no presentaron evidencia de anticuerpos
detectables contra los virus de influenza A en el momento en que se tomaron las muestras.
Estos resultados podrian explicarse a partir de consideraciones de la respuesta inmune de los
roedores silvestres a la infeccion viral. En primer lugar, existe poco conocimiento sobre el
sistema inmune de los roedores silvestres y no esta del todo claro los niveles de anticuerpos
y la duracion de estos para ser detectables en el suero. De igual forma se desconoce si los
anticuerpos se producen a partir de una Uinica exposicion del roedor ante los virus de influenza
A o si debe de tener una exposicion constante ante las particulas virales infecciosas para
producir titulos de anticuerpos detectables (Houston ef al., 2017).

Dentro de los pocos estudios que evaltan el sistema inmune de los roedores silvestres
se encuentra un estudio experimental que evalu6 la respuesta humoral de roedores silvestres
capturados (Mus musculus) comparado con roedores de laboratorio (cepa C57BL/6). En este
estudio se optd por inmunizar a ambos grupos de roedores con hemocianinas (KHL) y se
valoraron las diferencias inmunolégicas que hubo entre ambos (Abolins et al., 2011). De
acuerdo con sus resultados, se concluy6 que los roedores silvestres tuvieron una mayor
concentracion de anticuerpos (IgG e IgE) en menor tiempo (2 semanas) que la cepa de

roedores de laboratorio (4 semanas) (Abolins et al., 2011). A partir de esto, se determin6 que
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las concentraciones de anticuerpos eran mucho mayores en los roedores silvestres a
consecuencia de su historia de vida y de su constante exposicion ante diversos estimulos
antigénicos, generando que tengan una mayor reaccion y efectividad ante estos en menor
tiempo que los roedores de laboratorio (Abolins et al., 2011; Viney y Riley, 2017). Si
consideramos esta informacion aplicada a nuestro estudio podriamos inferir que ante la
primera exposicion de los virus de influenza A, los roedores silvestres podrian presentar una
alta concentracion de anticuerpos contra estos virus. No obstante, el tiempo que permanecen
viables los anticuerpos en el organismo de los roedores es desconocido y éste podria ser un
factor clave que puede explicar por qué en nuestro estudio no logramos detectar individuos
seropositivos. En el estudio de Abolin y colaboradores, se dio eutanasia a los roedores y no
fue posible determinar la duracidon de los anticuerpos en el organismo de los roedores. Otro
punto clave a considerar del estudio de Abolin y colaboradores es que ambos grupos de
roedores tuvieron las mismas condiciones ambientales y fisicas, asi como el tiempo que durd
la evaluacion. En nuestro caso no se pueden establecer estas mismas condiciones, ya que
cada uno de los individuos capturados se encuentran sometidos a condiciones ambientales
distintas a pesar de distribuirse en los mismos sitios de muestreo y la historia de vida de cada
especie los compromete a comportamientos y habitos distintos que los exponen a condiciones
ambientales diversas.

Otro aspecto clave del sistema inmune a considerar es que, como cualquier otro
mecanismo bioldgico, requiere cantidades de energia suficientes y demandas fisiologicas
particulares para responder de la manera mas adecuada a desafios internos y externos (Viney
y Riley, 2017). Si partimos desde un punto en el que los roedores silvestres van a tener fuentes
de energia limitadas por la complejidad de las condiciones que existen en los bosques

tropicales, podemos hipotetizar que sus sistemas inmunes van a rendir por debajo de su
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capacidad maxima debido a la falta de energia (Viney y Riley, 2017). Considerando esto con
nuestros resultados podemos suponer que, en caso de que los roedores que capturamos hayan
estado expuestos a los virus de influenza A, no necesariamente van a responder ante el agente
infeccioso generando anticuerpos en su maximo potencial o a niveles detectables por
cuestiones fisiologicas de los individuos. Esto probablemente pueda responder por qué en los
estudios de los roedores sinantropicos y urbanos si se han encontrado evidencias de
prevalencias de los virus de influenza A, pues estos roedores suelen obtener sus recursos a
partir de las actividades antropogénicas y no suelen estar continuamente expuestos a factores
estresantes como la competencia por recursos alimenticios, agua, refugio, ni expuestos a la
depredacion por otros animales, permitiendo que logren desarrollar anticuerpos en niveles
elevados y adecuados para ser detectados en las pruebas seroldgicas, ademas de que pueden
tener mayor contacto con animales domésticos o humanos infectados (Shriner et al., 2012;
Cummings et al., 2019). Sin embargo, a pesar de los resultados negativos obtenidos en
nuestro estudio, no podemos descartar la posibilidad de encontrar roedores silvestres del
sureste de México seropositivos a virus de influenza A porque existen evidencias en roedores
silvestres como la ardilla de tierra Daurian (Spermophilus dauricus), el campafiol de Brandt
(Lasiopodomys brandtii), el gerbil de Mongolia (Meriones unguiculatus), el hamster
Transbaikal (Cricetulus pseudogriseus) y el hamster enano de Campbell (Phodopus
campbelli) en los cuales se encontraron prevalencias serologicas de los virus de influenza A
en una region arida al sur de Rusia (Pavlova, Kirilyuk y Naidenko, 2016; Root y Shriner,
2020). Este hallazgo se hizo para corroborar si las presas del gato de Pallas (Otocolobus
manul) estaban involucradas en las prevalencias de diferentes agentes infecciosos que
presentaba el felino silvestre y se determind que estos roedores estaban expuestos a estos

virus de influenza A debido a la posible interaccion con aves silvestres acuaticas (Pavlova,
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Kirilyuk y Naidenko, 2016). Este estudio corrobora asi la gran probabilidad de transmision
de virus de influenza A en mamiferos silvestres que no son considerados dentro de la
ecoepidemiologia de los virus de influenza A.

Otro factor importante se encuentra relacionado con la estimulacion antigénica
constante del sistema inmune de los roedores silvestres en donde se genera una
autorregulacion inmunoldgica (Viney y Riley, 2017; Seal, Dharmarajan y Khan, 2021). Este
tipo de respuesta inmunologica también se ha observado en otros animales considerados
como hospederos reservorios. Una de las caracteristicas que mas llama la atencion de los
hospederos reservorios es su capacidad de albergar agentes infecciosos sin presentar signos
de enfermedad (Seal, Dharmarajan y Khan, 2021; Williams ef al., 2021). Ante este hallazgo,
en los ultimos afnos se ha buscado comprender cudles son los factores inmunologicos
determinantes para que se lleve a cabo este proceso y los roedores silvestres junto con los
murciélagos han sido un modelo clave para evaluarlo, ya que estdn considerados como los
mayores reservorios de agentes infecciosos con potencial zoondtico (Seal, Dharmarajan y
Khan, 2021; Williams et al., 2021). Dentro de estos estudios se ha descubierto que cuando
estos hospederos reservorios estdn constantemente expuestos a un agente infeccioso en
particular, en lugar de que exista una resistencia y se trate de erradicar y eliminar al agente
infeccioso, en realidad se crea una tolerancia al mismo (Viney y Riley, 2017; Seal,
Dharmarajan y Khan, 2021). Esto quiere decir que la respuesta inmediata del sistema inmune
ante estos agentes infecciosos es disminuir los factores proinflamatorios que pueden eliminar
a los agentes infecciosos, ya que cuando el sistema inmune opta por eliminar al agente
infeccioso, al mismo tiempo, ataca a los tejidos y a las células aledafias a las infectadas, lo
cual muchas veces causa mayores repercusiones en el organismo del hospedero reservorio

que el mismo agente infeccioso (Seal, Dharmarajan y Khan, 2021). Este tipo de respuestas
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antigénico-tolerantes del sistema inmune es considerada una estrategia evolutiva que genera
menor dafio al organismo, de tal forma que se establece la relacion hospedero—agente
infeccioso y su coevolucion (Seal, Dharmarajan y Khan, 2021). Hay algunos ejemplos
reportados en la literatura de roedores que estan presentando este tipo de respuestas inmuno-
tolerantes ante algunos agentes virales como es el caso de los Hantavirus y los Peromyscus
maniculatus en los que se ha observado que con el Virus Sin Nombre (SNV), estos roedores
son capaces de regular las citoquinas que corresponden a las respuestas regulatorias de las
células T, suprimiendo la inflamacién y las respuestas de citotoxicidad que, por ende,
permiten la prevalencia del SNV en el roedor (Seal, Dharmarajan y Khan, 2021). Otro
ejemplo es en Rattus norvegicus con el virus Seoul (SEOV), las cuales reducen los
mediadores pro-inflamatorios como la interleucina 6 (IL-6) o el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e incrementa la expresion de la regulacion de otros factores como el factor de
crecimiento transformante beta (TGN-B) y escurfinas (FoxP3) que ayudan a prevenir la
patologia relacionada con la inflamacion en los sitios donde se aumenta la replicacion de
SEOV (Seal, Dharmarajan y Khan, 2021). Con estos ejemplos del funcionamiento
inmunologico que presentan los roedores ante agentes virales, podemos hipotetizar que los
roedores silvestres cuentan con este tipo de estrategia inmunoldgica ante los virus de
influenza A debido a una exposicion constante causada por la diversidad de las interacciones
que presentan con diversos animales ya considerados como reservorios silvestres,
principalmente las aves, asi como los diversos nichos ecoldgicos en los que los roedores
pueden distribuirse dentro de los bosques tropicales, lo que puede ocasionar que no se
observe una respuesta humoral exacerbada como para detectarla en las pruebas seroldgicas
sino que, al contrario, exista un mecanismo compensatorio que mitigue los efectos negativos

de la inflamacion.
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En el caso particular de los virus de influenza A con los roedores silvestres y su
posible co-evolucion, no existe gran historial sobre la evaluacion de esta relacion que nos
permita comprender su interaccion. Pese a ello, podemos considerar algunos puntos
importantes para evaluar esta relacién con los pocos estudios que existen. Por una parte
sabemos que de manera experimental los subtipos de virus de influenza A con origen en aves
silvestres (H3N6, H3N8 y H4N6) fueron mas eficaces en su replicacion sin previa adaptacion
en los tejidos pulmonares de roedores de laboratorio (BALB/c) comparados con los subtipos
de origen de aves domésticas (H4N8 y HON2) (Shriner ef al., 2012). Considerando que no se
necesitd de una adaptacion previa de los virus a los tejidos, podemos hipotetizar que es
debido a que estos virus ya han tenido la oportunidad anteriormente de generar esta
adaptacion y, por ende, ya presentan los receptores adecuados para lograr la replicacion en
los tejidos diana, pues se sabe que la ausencia de estos receptores es una de las primeras
barreras fisicas que tiene el organismo para impedir que exista una replicacion del agente
viral (Plowright et al., 2017). Ademas de la replicacion viral en los tejidos de los roedores,
se ha comprobado que existe una exposicion y relacion de los virus de influenza A con los
roedores silvestres gracias a un andlisis gendmico realizado en China. A partir de las
secuencias obtenidas en sus muestras fecales, en el estudio de Yin y colaboradores (2022) se
realiz6 un analisis metagendmico de las comunidades virales con las que seis especies de
roedores forestales de China habian estado en contacto. Sus resultados reportan que una de

las familias mas abundantes fue la familia Orthomyxoviridae, especialmente los virus de

influenza A (Yin, Wan y Chen, 2022). En los andlisis filogenéticos se encontré que la
secuencia obtenida tiene similitud de mas del 95% con el virus A/environment/ Dongting
Lake/Hunan/3-9/2007(H10N8) el cual, en un estudio anterior al de Yin y colaboradores, fue

replicado exitosamente y sin adaptacion previa, en los pulmones de ratones de laboratorio
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(BALB/c) y cuya virulencia fue en aumento durante su adaptacion al tejido (Zhang et al.,
2011; Yin, Wan y Chen, 2022). Estos resultados nos dan un indicio de que probablemente la
clave para encontrar prevalencias, especificamente en los roedores silvestres, sean las
pruebas moleculares y los andlisis filogenéticos, pues quizds existe una co-evolucién mas
amplia de lo que se ha considerado entre la relacion de los virus de influenza A y los roedores
silvestres.

En nuestro estudio, la captura de los roedores se realizd en sitios con altas
proporciones de coberturas de bosque maduro y de bosque joven. Esto podria explicar la
ausencia de exposicion a los subtipos de virus de influenza A de origen humano y de animales
domésticos. Sin embargo, no podriamos explicar la ausencia de exposicion con subtipos
virales de influenza A de origen silvestre. Por lo tanto, es importante considerar hipotesis
ecologicas que ayuden a comprender la ausencia de anticuerpos para un grupo viral diverso
y multi-hospedero en roedores de los bosques tropicales. De acuerdo con IPBES (2020), el
efecto de dilucion implica que en aquellos lugares donde existe una mayor diversidad de
especies se genera una disminuciéon en la prevalencia de una infeccién en un hospedero
susceptible. Existen dos posibles explicaciones de por qué sucede este fendémeno, la primera
explicacion nos indica que existe una regulacion de los hospederos susceptibles
principalmente debido a los depredadores, lo cual permite la diminucién de la prevalencia;
la segunda explicacion nos dice que debido a la competencia con otras especies se genera un
cambio en el comportamiento de los hospederos susceptibles que interrumpe los mecanismos
de transmision de los agentes infecciosos disminuyendo de igual forma su prevalencia en los
hospederos susceptibles (Civitello ef al., 2015; IPBES, 2020). Si consideramos que nuestro
disefio experimental involucro sitios con grandes proporciones de bosque tropical en donde

las interacciones de las especies que lo habitan son mucho mas complejas y diversas que en
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una produccion avicola o en una ciudad, podriamos asociarlo con la seronegatividad que
encontramos en nuestro estudio. Por lo tanto, la seroprevalencia de virus de influenza A en
roedores del estado de Campeche podria estar diluida y las especies de roedores de este
estudio podrian no participar en los ciclos de transmision de dichos virus. En el caso
particular de los roedores se ha observado el efecto de dilucion con otros agentes infecciosos
como Hantavirus (Luis, Kuenzi y Mills, 2018; IPBES, 2020).

Por otra parte, los resultados del calculo de los coeficientes de correlacion sugieren
que conforme aumenta la cobertura forestal a una escala espacial de 600 m la riqueza de
especies tiende a aumentar. En nuestros resultados, los sitios que presentaron una mayor
riqueza de especies fueron algunos de los sitios con mayor cobertura forestal, tal es el caso
de Garra de Jaguar (s17) y el Tormento I (s14), ambos sitios cuentan con gran cantidad de
cobertura forestal en todas las escalas. En contraste, tenemos el caso de los sitios de
Encarnacion (s6) y Xpujil (s18), en donde de manera visual se muestra que la configuracion
de los fragmentos de bosque es mas reducida y se encuentra rodeada por una matriz de
cultivos para ganado y asentamientos humanos. Sin embargo, estos sitios también fueron de
los sitios con mayor riqueza de especies a pesar de sus caracteristicas espaciales. En ambos
sitios existe conectividad con otros fragmentos de bosque maduro que puede facilitar el
movimiento de los animales silvestres especialistas de habitat, permitiendo el flujo genético
y evitando las areas abiertas que favorecen la depredacion de los pequefios mamiferos,
provocando asi que se mantenga la riqueza de especies (Magioli et al., 2016). San José y
colaboradores (2014) indican que el area basal de arboles es un buen predictor para conocer
la riqueza de diversos mamiferos silvestres como los roedores, ya que, al ser en su mayoria
especies granivoras, funcionan como especies indicadoras de la disponibilidad de recursos

en el bosque. En nuestro estudio no calculamos este pardmetro, pero observamos que los
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sitios con mayor riqueza de especies fueron aquellos con coberturas forestales de bosque
maduro, independientemente de la matriz del paisaje que los rodeaba, lo cual nos puede
indicar que las areas basales de los arboles podrian estar relacionadas con los cambios que
observamos en las comunidades de los roedores.

Xpujil (s18) también fue uno de los sitios con mayor abundancia de roedores. Este
sitio estuvo rodeado en su mayoria por asentamientos humanos que podrian favorecer la
disminucion de los depredadores de roedores silvestres permitiéndoles aumentar
considerablemente su abundancia (San-Jos¢, Arroyo-Rodriguez y Sanchez-Cordero, 2014).
Sin embargo, esa teoria se contrasta con otro de los sitios en donde hubo gran riqueza de
especies y abundancia, pero a la vez tuvo una de las mayores coberturas de bosque continuo,
que fue el caso de el Tormento I (s14). Ahora bien, si analizamos la composicion de las
especies que tuvieron cada uno de los sitios podemos analizar que existe una gran diferencia,
pues mientras en Xpujil (s18) la mayoria de las capturas fueron de Peromyscus yucatanicus,
un roedor considerado generalista de bosque, en el caso de el Tormento I (s14) se observo
mayor heterogeneidad de las especies capturadas y ademads, Ototylomys phyllotis y
Heteromys gaumeri son especies asociadas con ecosistemas de bosque tropical en
comparacion con los Peromyscus spp. (Medellin y Equihua, 1998; Suzén ef al., 2008; San-
José, Arroyo-Rodriguez y Sdnchez-Cordero, 2014; Arce-Pena et al., 2019).

El sitio Encarnacion (s6) fue el unico sitio donde se capturo a Sigmodon hispidus, un
roedor con habitos generalistas de habitat que es cominmente vinculado a las zonas de
cultivo y se considera como una especie plaga debido a los dafios econémicos que produce
en las producciones agricolas (Suzan et al., 2008; Arce-Pena et al., 2019). La distribucion de
esta especie en este sitio probablemente se deba a la matriz del paisaje que rodea el fragmento

de bosque, la cual se encuentra dominada por areas de cultivo para la ganaderia. La situacion
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de este fragmento de bosque en particular es interesante y preocupante porque con el paso
del tiempo podria comenzar a verse afectado por las perturbaciones antropogénicas que lo
rodean y, poco a poco, el aumento de las especies mas generalistas podria ir desplazando a
las especies especialistas de habitat (Arce-Pena et al., 2019). Ademas, en este mismo sitio,
encontramos otro roedor poco capturado, el cual fue el Oligoryzomys fulvescens considerado
también como una especie generalista, lo que apoya la hipotesis de que en este sitio estén
aumentando las especies generalistas de habitat; sin embargo, se tendria que hacer un
monitoreo mas profundo para determinarlo (Suzén et al., 2008).

Otra especie poco capturada fue el Oryzomys couesi, la cual se reporta como una
especie herbivora que puede habitar zonas de campo y agricultura, algo que correspondid
con el sitio donde lo encontramos, pues el sitio el Pijije 1 (s2) estd rodeado de una matriz de
cultivo de arroz, permitiendo que este roedor obtenga los recursos necesarios (Medellin,
1992). Por tultimo, tenemos a la especie Ototylomys phyllotis, 1a cual fue la Gnica especie
arboricola capturada y de la cual capturamos gran cantidad de individuos en la mayoria de
los sitios a pesar de que las trampas fueron colocadas a nivel de sotobosque (Medellin, 1992).
Esta especie en particular suele ser considerada como una especie especialista de bosque y el
hecho de haberla encontrado en la mayoria de los sitios del muestreo es un buen indicador
de lo que esta sucediendo en las comunidades de roedores y los sitios de captura a pesar de
las matrices del paisaje que rodean los fragmentos de bosque, en algunos casos contrastantes.
Sin embargo, como se mencin6 con anterioridad, existen algunos sitios que tienen individuos
generalistas de habitat o aumento en la abundancia de una unica especie, por lo que estos
sitios comienzan a verse afectados por estos cambios en el uso de suelo y si no se hace algo
al respecto podria transformar completamente las comunidades e interacciones que habitan

estos sitios, asi como aumentar la prevalencia de algunos agentes infecciosos.
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Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el que se evaluan los efectos
de los cambios en el uso de suelo sobre las comunidades de roedores silvestres en bosques
tropicales de Campeche. A pesar de ello, se han hecho estudios similares en los estados
aledafios de Yucatan y Chiapas (San-José, Arroyo-Rodriguez y Sanchez-Cordero, 2014;
Arce-Penia et al., 2019) en donde se han obtenido resultados que podemos comparar con lo
que estd sucediendo en Campeche y ver ciertas similitudes entre ellos. Nuestros hallazgos
sugieren que existe una correlacion positiva y significativa entre las coberturas forestales a
600 m y la riqueza de especies. A pesar de que la regresion lineal tuvo una tendencia a ser
significativa, no tenemos la confiabilidad estadistica necesaria para asegurarlo.

Como parte de las limitaciones de este estudio, tenemos que considerar el tipo de
prueba diagndstica que se utilizd. Las pruebas de ELISA estan elaboradas para la deteccion
de anticuerpos contra los virus de influenza A. Sin embargo, su estandarizacion esta probada
en animales domésticos, principalmente aves y cerdos, lo cual podria sesgar el resultado en
roedores silvestres. En general trabajar con animales silvestres tiene el inconveniente de que
no existen pruebas serologicas validadas y estandarizadas particularmente para ellos, pero
siempre se pueden adaptar las metodologias de laboratorio existentes (Arce-Pefa et al.,
2019). En diversos articulos se recomienda que para realizar el analisis seroldgico de los
virus de influenza A en mamiferos silvestres lo mejor es utilizar las pruebas de ELISA de
bloqueo que fue la que utilizamos en este estudio (Sullivan ef al., 2009; Vandalen et al.,
2009; Goodell et al., 2016; Spackman, 2020). Esto se debe a que la prueba esta dirigida a una
proteina altamente conservada en los virus de influenza A, la nucleoproteina, y que a
diferencia de otras pruebas de laboratorio de serologia, las pruebas de ELISA de bloqueo no
son subtipo-especificas por lo tanto se consideran como la mejor opcion dentro de las pruebas

serologicas cuando se evalia a mamiferos silvestres (Vandalen et al., 2009; Goodell et al.,
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2016). Otra ventaja que tiene esta prueba es que requiere pocas cantidades de suero para su
realizacion, una caracteristica importante a considerar debido a que muchos de estos roedores
silvestres presentan tamafios pequeios y pesos por debajo de 75g (Vandalen et al., 2009).
Existe evidencia de que utilizando estos kits comerciales de ELISA, a pesar de estar dirigidos
hacia algun animal doméstico en particular, se han obtenido resultados positivos en otros
mamiferos silvestres, lo cual nos da una buena perspectiva de la funcion del kit al momento
de evaluar a los roedores silvestres (Sullivan et al., 2009; Root et al., 2014; Romero Tejeda
et al., 2015). Por lo que a pesar de que las pruebas no estan estandarizadas para mamiferos
silvestres podemos considerar que es una alternativa confiable para obtener resultados
preliminares.

Nuestros resultados principales fueron negativos en comparacion con otros estudios,
lo cual nos permite refutar nuestra hipotesis pues no tenemos evidencia de laboratorio que
nos ayude a corroborarla. Es importante que se recalque que para nuestro conocimiento este
es el primer estudio en el que se evalua la asociacion de los virus de influenza A con los
roedores silvestres en bosques tropicales mexicanos. Por lo que no existe un antecedente que
nos ayude a corroborar que estos resultados han permanecido por un largo periodo de tiempo
o ante diferentes temporadas del afio y en zonas con mayor o menor actividad antropogénica,
por ende, consideramos que seria muy pronto descartar esta idea. Ademas, es importante
complementar estos resultados con pruebas moleculares que nos permitan establecer un
panorama mas amplio de la posible relacion entre los roedores silvestres y los virus de

influenza A.
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CONCLUSION

Debido a nuestros resultados negativos ante la presencia de anticuerpos contra los
virus de influenza A podemos determinar que los individuos muestreados se encontraban
sanos y que no estan teniendo repercusiones en la salud de las comunidades de especies de
los sitios de estudio con la presencia de estos virus. Lo anterior es un buen indicador ya que,
si consideramos que la mayoria de las especies capturadas fueron especies especialistas de
bosque, podemos determinar que estos fragmentos de bosque no se han visto tan afectados
por las actividades humanas que han creado matrices antropogénicas que los rodean.

Por 1ultimo, se logré capturar una gran riqueza de especies de roedores y
principalmente de especies especialistas de bosque, sin ninguna especie invasora. Este
hallazgo es interesante y grato ya que a pesar de que el estado de Campeche se encuentra en
constante cambio por el desarrollo agricola, ganadero y turistico, generando grandes cambios
en el uso de suelo de los bosques tropicales, las comunidades de roedores silvestres se han

mantenido estables y estos pequeiios fragmentos de bosque aparentemente saludables.

PERSPECTIVAS

Al ser los roedores silvestres uno de los o6rdenes de mamiferos mas abundantes,
diversos y con una amplia distribucion a nivel mundial, tienen un papel fundamental en el
ecosistema, ya que ayudan a la regeneracion de bosques a partir de la dispersion y consumo
de semillas y granos. Por lo que tampoco se debe considerar que tienen un papel antagonista
en la salud publica, sino se debe considerar que, debido a las caracteristicas propias y
adaptativas del orden taxondmico, los roedores forman parte de diversos ciclos de
transmision, evolucion y mantenimiento de varios agentes infecciosos que pueden o no tener

un gran potencial zoonotico. Ante esta constante perturbacion antropogénica que estan
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presentando los bosques tropicales de Campeche, es importante mantener monitoreos pasivos
y activos de las comunidades de roedores debido a su importancia como reservorios de
agentes infecciosos zoondticos.

El presente estudio unicamente se baso en la deteccion serologica pero aun se podria
indagar mas y buscar con pruebas moleculares si los roedores capturados estaban infectados
con virus de influenza A. Consideramos que aun queda un largo camino de investigacion
para poder llegar a un panorama que nos permita generar conclusiones precisas. Por la falta
de informacidn existente y la constante perturbacion en los bosques tropicales del sureste de
Meéxico, es importante continuar con los monitoreos y las investigaciones en el area de
ecologia de enfermedades para el monitoreo de futuros saltos taxondmicos de virus altamente
patdgenos en comunidades de animales silvestres y eventualmente afectar la salud animal de
animales domésticos y la salud publica de nuestro pais. Considerando los modelos de estudio
en donde si se encontraron prevalencias de los virus de influenza A en roedores podemos
considerar que seria Optimo realizar un disefio de estudio que evalte a los roedores
sinantropicos que se logren capturar en los asentamientos humanos de los sitios aledafios a
estos fragmentos de bosque para verificar si los virus de influenza A no se encuentran
circulando en los sitios donde hay mayor actividad antropogénica. Esto para ampliar el
conocimiento de lo que esta sucediendo en estos mismos sitios, pero con roedores
sinantropicos capaces de tener una mayor conexion con la interfaz entre el ser humano, los
animales domésticos y los silvestres, permitiéndoles ser parte de un ciclo de transmision en
el que se involucre un mayor grado de perturbacion antropogénica. De esta manera, se podria
comprender mejor el rol de los roedores en la transmision con los virus de influenza A. Es
evidente que estos virus tienen la capacidad de replicarse de manera exitosa y sin necesidad

de tener una adaptacion previa a los tejidos de los roedores por lo que consideramos que
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nuestros resultados quedan como un buen antecedente de informacion, pero no como una
conclusion definitiva de lo que estd sucediendo en la ecologia de estos virus y su relacion
con los roedores silvestres. Los virus de influenza A tienen una gran capacidad de adaptacion
y mutacion que les permite distribuirse en un gran numero de hospederos, y si agregamos
que existen multiples articulos que nos indican que los virus de influenza A se logran replicar
en diversos mamiferos silvestres, podriamos inferir que estos virus no tardan en adaptarse y
en lograr afectar a las comunidades de roedores silvestres que llegan a entrar en contacto los

virus, ya sea de origen doméstico o silvestre.
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ANEXOS

Anexo 1
91°52'55"W 91°52'50"W 91°52'45"W 91°52'40"W 91°52/35"W 91°52/30"W 91°52120"W
18°5'N- 18°5'N
18°4'55"N- 18°4'55"N
18°4'50"N 18°4'50"N
18°4'45"N- 18°4'45"N
18°4'40"N 18°4'40"N
18°4'35"N: 18°4'35"N
75 150
Meters
91°52'55"W 91°52'50"W 91°52'45"W 91°52'40"W 91°52'35"W 91°52'30"W 91°5225"W 91°5220"W
91°45'5"W 91°44'55"W 91°44'50"W 91°44'45"W 91°44'40"W 91°44'35"W 91°44'30"W
17°58'25"N PYPIPIPS 17°5825"
Pijije I - s3
17°58'20"N 17°58'20"
17°58'15"N 17°58'15"
17°58'10"N: 17°58'10"
17°58'5"N 17°58'5"N
17°58'N 17°58'N
17°57'55"N 17°57'55"

91°44'55"W 91°44'50"W 91°44'40"W 91°44'35"W 91°44'30"W
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91°4'45"W 91°4'40"W 91°4'35"W 91°4'30"W 91°425"W 91°420"W 91°4'15"W 91°4'10"W
19°1'40"N: 19°1'40"N
UMA Nohan - s4
19°135"N- 19°135"N
19°1'30"N: 19°1'30"N
19°1'25"N 19°1'25"N
19°120"N 19°120"N
19°1'15"N 19°1'15"N
19°1'10"N- 19°1'10"N
91°4'40"W W 91°4'25"W
91°12'W 91°11'55"W 91°11'50"W 91°11'45"W 91°11'40"W 91°11'35"W 91°11'30"W 91°11'25"W
18°25'20"N- 1892520
18°25'15"N: 18°25'15"
18°25'10"N- 18°25'10™
18°25'5"N 18°25'5"N
18°25'N 18°25'N
18°24'55"N- 18°24'55"
75 150 X
18°24'50"N- 18°24'50"

Meters

91°11'55"W 91°11'50"W 91°11'45"W 91°11'40"W 91°11'35"W 91°11'30"W 91°1125"W
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91°1'10"W 91°1'5"W 91°0'55"W 91°0'50"W 91°0'45"W 91°0'40"W 91°0'35"W

18°29'55"N: E n c a r n a c i 6 n 75 S 6 18°29'55"

18°29'50"N- 18°29'50™
18°29'45"N: 18°29'45"
18°29'40"N- 18°29'40"™
18°29'35"N- 18°29'35™
18°29'30"N- 18°29'30™
75 150
Meters
18°29'25"N: 18°29'25™
91°1'10"W 91°0'55"W
89°42'40"W 89°42'35"W 89°42'30"W 89°42125"W 89°42'20"W 89°42'15"W 89°42'10"W 89°42'5"W
Km 120 -s7
18°30'55"N- 18°30'55"
18°30'50"N- 18°30'50™
18°30'45"N 18°30'45"
18°30'40"N 18°30'40"
18°30'35"N- 18°30'35"
18°30'30"N- 18°30'30™

89°42'40"W 89°42'35"W 89°42125"W 89°42'20"W 89°42'10"W 89°42'5"W
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89°27'15"W 89°27'10"W 89°27'5"W 89°26/55"W 89°26'50"W 89°26'45"W 89°26'40"W

r
Bea Valentin - s8
18°32'15"N: 18°32'15"
18°32'10"N 18°32'10"
18°32'5"N: 18°32'5"N

18°32'N:

18°31'55"N, 18°31'55"

18°31'50"N- 18°31'50"

89°27'15"W 89°27'10"W 89°26'55"W 89°26'50"W 89°26'45"W 89°26'40"W

89°22'35"W 89°22'30"W 89°22125"W 89°2220"W 89°22'15"W 89°22'10"W 89°22's"W

Alamo - s9

18°38'55"N- 18°38'55"

18°38'50"N- 18°38'50"

18°38'45"N: 18°38'45"

18°38'40"N 18°38'40"

18°38'35"N- 18°38'35"

18°38'30"N- 18°38'30"
150

Meters

89°22'35"W 89°22'30"W 89°2225"W 89°22'20"W 89°22'15"W 89°22'10"W 89°22'5"W



18°4'25"N

18°4'20"N

18°4'15"N

18°4'10"N

18°4's"N

18°4'N:

18°29'50"N-

18°29'45"N-

18°29'40"N-

18°29'35"N

18°29'30"N-

18°29'25"N:

72

91°59'5"W 91°58'55"W 91°58'50"W 91°58'45"W 91°58'40"W 91°58'35"W 91°58'30"W

Las piedras - s11

18°4'25"N

18°4'20"N

18°4'15"N

18°4'10"N

18°4'5"N

18°4'N

91°58'55"W 91°58'50"W 91°58'45"W 91°58'40"W 91°58'35"W 91°58'30"W

91°225"W 91°2'20"W 91°2'15"W 91°2'10"W 5 91°1'55"W 91°1'50"W

18°29'50"

18°29'45"

18°29'40"

18°29'35"

18°29'30"

18°29'25"

91°220"W 91°2'15"W W 91°2'5"W 91°1'55"W 91°1'50"W
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90°49'5"W 90°49'W 90°48'55"W 90°48'50"W 90°48'45"W 90°48'40"W 90°48'35"W 90°48'30"W 90°48'25"W

18°36'45"N: 18°36'45"

Tormento I - s14

18°36'40"N: 18°36'40"

18°36'35"N 18°36'35"
18°36'30"N 18°36:30"
18°36'25"N: 18°36'25"
18°3620"N

18°36'20"

e Ll
18°36'15"N- Meters 18°36'15"

90°49" 90°48'55"W 90°48'50"W 90°48'45"W 90°48'40"W 90°48'35"W 90°48'30"W 90°4825"W

90°48'55"W 90°48'50"W 90°48'45"W 90°48'40"W 90°48'35"W 90°48'30"W 90°48'25"W 90°4820"W 90°48'15"W
18°37'20"N- 18°3720"
Tormento II - s15
18°37'15"N- 18°37'15"
18°37'10"N- 18°37'10"
18°37'5"N- 18°37'5"N
18°37'N- 18°37'N
18°36'55"N- 18°36'55"
18°36'50"N- 18°36'50"

90°48'55"W 90°48'50"W 90°48'45"W 90°48'40"W 90°48'30"W 90°4825"W 90°48'15"W
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91°4'40"W 91°4'35"W 91°4'30"W 91°425"W 91°420"W 91°4'15"W 91°4'10"W
¥

18°3030"N Ey!ules - S 1 18°30130"
I

18°30'25"N 18°30'25"

18°30'20"N:

18°3020™
18°30'15"N 18°30'15"
18°30'10"N- 18°30'10™
18°30'5"N- 18°30'5"N
Meters
18°30N 18°30'N
91°4'30"W 91°4'25"W 91°4'20"W 91°4'15"W
89°54'10"W 89°54'5"W 8 89°53'55"W 89°53'50"W 89°53'45"W 89°53'40"W 89°53'35"W 89°53'30"W
Garra de Jaguar - s17

18°28'10"N: 18°28'10™
18°28'5"N- 18°28'S"N
18°28'N- 18°28'N
18°27'55"N 18°27'55"
18°27'50"N- 18°27'50™
18°27'45"N: 18°27'45"

150

Meters

89°54'10"W 89°54'5"W 89°53'55"W 89°53'50"W 89°53'45"W 89°53'30"W
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o

Xpujil - s18

Anexo 1.- Distribucion espacial de las trampas tipo Sherman en los sitios donde se
obtuvieron capturas de roedores. Los puntos grises representan las trampas que se colocaron
y los puntos rojos representan las trampas que obtuvieron captura de roedor. La distancia
minima entre cada trampa es de 10 m. La morfologia del transecto dependié de las
condiciones de acceso y tipo de vegetacion de cada sitio de muestreo.
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Anexo 2

Guia de campo
para la

identificacion de
ratones de
Campeche

Elaborada por:
Karen Rivera Rosas
Guillermo Orta Pineda

Mus musculus

* De los ratones mas
pequefos. Su cuerpo y su
cola miden lo mismo.

* El color del pelaje puede
variar mucho. El patrén
clasico es dorso gris-café y
la parte ventral un poco mas
clara, aunque no es
evidente.

* Todos los individuos
capturados, no importa edad,
sexo o estado reproductivo
pasaran a la camara de
anestesia.

2]
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Heteromys gaumeri

* Abazones
* Macho: pelaje café-rojizo

* Patrén de coloracion lateral del pelo
blanco-anaranjado-café

* Cola con pelaje en la punta

0J0: Cuidado durante el manejo con sus
pies traseros. Tienden a patear y se pueden
lastimar gravemente su piel con sus garras.
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Heteromys desmarestianus

* Pelaje obscuro: café-gris, en
ocasiones con una franja naranja
a los lados. Puede ocasionar
confusidn con H. gaumeri

» Zona plantar de pies traseros de
coloracién obscura

* Cola sin pelaje en la punta

Forest Spiny
Pocket Mouse

Foto de: Enciclovida.mx
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+ Parche blanco en la base de las . . ;
orejas (se nota mejor en individuos Ototylomis phillotis

de gran tamano).

* La piel de manos y pies es de color
rosa claro-blanco en la parte dorsal.

* Pelaje muy suave.

* Pelo blanco brillante en la parte
ventral del cuerpo.

» Cola mayormente de color gris
obscuro a negro con anillos bien
marcados y sin pelo. En
ocasiones la cola puede tener un
patrén bicolor no tan marcado
que se acentua en la punta.

* Orejas de mayor tamano en
comparacion con las demas
especies. Desprovistas de pelo.

* El tamano de los adultos varia. [
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Peromyscus yucatanicus

Color del pelaje dorsal variable (café, marrén, ocre, gris)

Cola bicolor y mas larga que P.leucopus (T > HB)
Anillo ocular estrecho de color obscuro y muy evidente

Orejas mas largas que P. leucopus

Foto de: Enciclovida.mx

Peromyscus leucopus

* Cola bicolor, T < HB con pocos pelos.

+ Pelaje gris en el dorso, ocre en los lados
y en la parte ventral un pelaje blanco

definido.

* Anillo ocular estrecho o ausente. No es
evidente.

» Manos y pies de color blanco.
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Oligoryzomys fulvescens

* Pies largos y estrechos, dedos internos
mas largos que los externos.

* Incisivos superiores sin surcos.
* Orejas pequenas con pelaje anaranjado.

» Cola larga y angosta (aprox. 120% de
HB), ligeramente bicolor.

» Importante: Esto podria ser subjetivo,
pero es la especie de raton mas guera
registrada durante el muestreo de
secas. Noten sus tonos amarillos-
anaranjados intensos.

* Importante: Podria confundirse con
algunos M. musculus. Sin embargo, el
tamano de la cola y la coloraciéon
ventral ayudarian a confirmar.
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Reithrodontomys gracilis

* Pelaje naranja-café en dorso
con gradiente ocre a los lados

* Cola muy larga de color
obscuro irregular o levemente
bicolor

* Orejas medianas, color café

* Anillo ocular obscuro. No tan
evidenta

* Tobillo de color obscuro
* Suelen pesar < 15 gr

Foto de: Enciclovida.mx

Oryzomys rostratus
(Handleyomys rostratus)

* Pelaje del dorso anaranjado-rojizo-
café, los costados obscuros o
anaranjados

* Orejas peludas de tamafo medio
con algunos pelos anaranjados
aislados en el borde interno.

* Cola desnuda, ligeramente bicolor
o enrojecida.

* Pies traseros con pelos largos
sobre las garras, planta ligeramente
negruzca.
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Oryzomis couesi

» Orejas pequenas casi ocultas por
el pelaje, orejas con pelaje.

+ Pelaje grueso (shaggy-looking).

» Pies sin pelos sobre las garras.

Cola larga y claramente bicolor.

Sigmodon hispidus*

* Pelaje con patrén canoso.

* La planta de los pies es muy obscuro,
casi negro.

* Cola muy corta (88-160mm).

* Orejas cortas con borde redondeado
y abundante pelo.

* Anillo ocular muy evidente, formado
por pelo de color beige o café claro.

* Muy resistente al manejo.

*NOTA: Nombre cientifico en debate,
revisar constantemente la literatura

s st . Hispid
cientifica para actualizar. R

Cotton Rat
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Anexo 2.- Guia rapida para la identificacion de roedores en campo. Cada una de las paginas
contienen caracteristicas particulares de cada especie para su identificacion junto con
fotografias de referencia las cuales fueron obtenidas durante las salidas de campo, algunas
otras obtenidas en la pagina oficial de CONABIO (enciclovida.mx) y los esquemas de los
bulbos plantares fueron obtenidos de Reid, 2009.
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Anexo 3.- Listado potencial de especies registradas en la bisqueda sistematica de literatura
cientifica con un total de 60 articulos revisados

Oryzomys rostratus
Oryzomys saturatior

8312.2012.01966.x
10. https://doi.org/10.4269/ajtmh

.. . Referencias Campos de
Estado Familia Especies (DOI/URL) s
Heteromys gaumeri 1. http://doi.org/10.1089/vbz.2019
Heteromyidae Heteromy s 2600
desmarestianus 2. htps://doi-
Heteromys pictus org.pbidi.unam.mx:2443/10.75
Handleyomys 89/2016-11-249
rostratus 3. https://doi.org/10.1590/S0036-
Oligoryzomys 46652015000200015
fulvescens 4. https://doi.org/10.1590/S0074-
. 02761999000300005
Oryzomys couesi 5. http://dx.doi.org/10.1590/S007
Oryzomys melanotis 4-02762000000500001 Community
Ototylomis phyllotis | ¢ pipjdx.doi.ore/10.159000074- | ecology
Cricetidae Otonyctomys hatti 0276108022013008
Peromyscus 7. http://dx.doi.org/10.1590/S0036- Disease
yucatanicus 46652009000200006 )
Campeche Peromyscus leucopus 8. http://dx.doi.org/10.1590/S0074- cecology
Reithrodontomys 02762003000800002
gracilis 9. https://doi.ore/10.1179/13648590 | Macroecology
Sigmodon toltecus 3X16390 ' ‘ .
Sigmodon hispidus 10. https://doi.org/10.4269/ajtmh. 1 Populatlon
995.53.141 ecol()gy
Muridae Rattus rattus 11. https:/doi-
- org.pbidi.unam.mx:2443/10.11
Sciurus aureogaster 11/i.1095-8312.2012.01966.x
Sciuridae Sciurus deppei 12 https:/doi.org/10.1016/j.ympe
Sciurus yucatanensis v.2005.07.021
] Heterogeomys 13. https:/doi-
Geomyidae hispidus org.pbidi.unam.mx:2443/10.10
- - - 16/j.cyt0.2016.04.016
Erethizontidae | Coendou mexicanus 14. httos//doi.ore/10.21820/azm. 2
Dasyproctidae | Dasyprocta punctata 013.291389
Cuniculidae Cuniculus paca
Heteromys 1. https://doi.org/10.1007/s1098
desmarestianus 0-020-00999-6 Community
. . 2. https:/doi-
Heteromyidae Heteromys goldmani ore.pbidi.unam.mx:2443/10. ecology
Heteromys nelsoni 7589/2016-11-249
Heteromys pictus 3. fﬁm'_t/)/iii?i- P Disease
. . org.pbidi.unam.mx: .
He{eromy s salvini 1007/s10980-006-9020-3 ecology
Balomys musculus 4. http://dx.doi.org/10.1016/j.r
Habromys lophurus mb.2017.06.003
. Handleyomys alfaroi 5. http://dx.doi.org/10.1016/j.r Macroecology
Chiapas Microtus mb.2016.07.009
. 6. https://doi.org/10.1076/snfe.3
guatemalensis 6.3.169.2130 Population
Neotoma mexicana 7. https:/doi.org/10.22201/ib.2 ecolo
Cricetidae Nyctomys sumichrasti 0078706¢.2020.91.2971 gy
OIigoryzomys 8. https://doi.org/10.3398/064.0
D015 Landscape
fulvescens 9. https://doi- p
Oryzomys couesi org.pbidi.unam.mx:2443/10. ecology
Oryzomys rhabdops 1111/5.1095-
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Ototylomys phyllotis
Peromyscus aztecus
Peromyscus
guatemalensis
Peromyscus gymnotis
Peromyscus levipes
Peromyscus leucopus
Peromyscus
melanophrys
Peromyscus
mexicanus
Peromyscus
zarhyncus
Reithrodontomys
fulvescens
Reithrodontomys
gracilis
Reithrodontomys
megalotis
Reithrodontomys
mexicanus
Reithrodontomys
microdon
Reithrodontomys
sumichrasti
Reithrodontomys
tenuirostris
Rheomys thomasi
Scotinomys teguina
Sigmodon hispidus
Sigmodon hirsutus
Sigmodon
mascotensis
Sigmodon toltecus
Sigmodon
zanjonensis

Tylomys bullaris
Tylomys nudicaudus
Tylomys tumbalensis

11.

12.

13.

14.

15.

.2011.11-0094
https://doi.org/10.3201/eid15
04.081008

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.
1007/s10745-007-9116-7
https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.
1007/s11284-004-0016-7
https://doi.org/10.1177/1940
08291400700304
https://doi.org/10.1016/j.ymp
€v.2005.07.021

Muridae Rattus rattus
Glaucomys volans
Sciurus aureogaster
Sciuridae Scz:urus dep, P el .
Sciurus variegatoides
Sciurus
yucatanensis
Orthogeomys grandis
Geomyidae Orthogeomys
hispidus
Erethizontidae Coendou mexicanus
Dasyproctidae Dasyprocta mexicana
Dasyprocta punctata
Cuniculidae Cuniculus paca
Tabasco Cricetidae Oryzomys couesi 1. https://doi.org/10.15517/rbt.v6

Ototylomys phyllotis

0i3.1812
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Sigmodon toltecus

Muridae

Mus musculus
Rattus norvegicus
Rattus rattus

Cuniculidae

Cuniculus paca

https://doi.org/10.1515/helm-
2017-0014

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.11

11/.1095-8312.2012.01966.x
https://www.revista-
agroproductividad.org/index.p
hp/agroproductividad/article/vi
ew/783

Disease
ecology

Macroecology

Population
ecology

Yucatan

Heteromyidae

Heteromys gaumeri

Cricetidae

Peromyscus leucopus
Peromyscus
yucatanicus
Reithrodontomys
gracilis

Sigmodon toltecus
Sigmodon hispidus
Oligoryzomys sp.
Oligoryzomys
fulvescens Oryzomys
couesi

Ototylomys phyllotis

Muridae

Mus musculus
Rattus rattus

https://doi.org/10.1016/.pari
nt.2019.102042
https://doi.org/10.1016/j.actat
ropica.2018.08.003

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.

3958/059.043.0409
http://dx.doi.org/10.4067/S07
19-81322017000300195
https://doi.org/10.1515/mam
malia-2018-0083
https://doi.org/10.7705/biom
edica.v39i3.4192
http://dx.doi.org/10.22201/f
mvz.24486760e.2019.1.511
https://doi.org/10.1016/j.ibio
d.2011.10.006
https://doi.org/10.21897/rmv
2.1420

Sciuridae

Sciurus yucatanensis

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

https://doi.org/10.7705/biom
edica.v38i3.3938
http://dx.doi.org/10.1007/s11
252-017-0651-8

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.
1007/s10393-014-1003-2
http://dx.doi.org/10.1098/rsbl
.2014.0224
http://dx.doi.org/10.1590/S00
36-46652015000200005
https://doi.org/10.1017/S002
2149X10000817
https://doi.org/10.11646/zoot
axa.4403.3.4
https://doi.org/10.11646/zoot
axa.4403.3.4
http://www.revista.ccba.uady
.mx/urn:ISSN:1870-0462-
tsaes.v21i2.2480
https://doi.org/10.12933/ther
ya-19-740
http://dx.doi.org/10.56369/ts
aes.3343
https://doi.org/10.32776/revb
iomed.v28i3.566

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.
1111/5.1095-
8312.2012.01966.x
https://doi.org/10.1016/j.ymp
€v.2005.07.021
https://doi.org/10.22201/fmv
2.24486760e.2019.2.590
https://doi.org/10.1111/btp.1
2482
https://doi.org/10.1515/helm-
2017-0030

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.
1089/vbz.2016.1981

Disease
ecology

Macroecology

Population
ecology

Community
ecology

Landscape
ecology
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28.

29.

30.

31.

32.

https://doi-
org.pbidi.unam.mx:2443/10.
1007/s11230-016-9656-6
http://dx.doi.org/10.22201/ie.
20074484¢.2002.6.1.103.
https://doi.org/10.32776/revb
iomed.v14i4.360
https://doi.org/10.21829/azm.
2006.2211967
https://doi.org/10.21829/azm.
2006.2211967
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Anexo 4.- Protocolo para la extraccion del suero de las tiras de papel filtro
Validar la tira de papel filtro de acuerdo con su saturacion, su viabilidad y si hay o no
presencia de elementos secundarios.
Buena validacion: las dos caras de la tira estan llenas al igual que el contorno y las
orillas = 100 pl.
Cortar la tira de papel filtro con tijeras (desinfectar las tijeras entre cada tira de papel
filtro).
Colocar los pedazos del papel filtro dentro de un microtubo de 1.5 ml.
Agregar 400 pl de medio (PBS) comprobando que la tira de papel filtro se cubra por
completo.
Dejar eluir la tira de papel filtro entre 12 a 24 horas en muestras tomadas
recientemente (menos de un afio). En caso de que las muestras sean mas antiguas se
pueden dejar reposar de una hasta tres semanas. La tira de papel filtro debe tornarse
lo mas blanca posible para sacarla del tubo pasando el tiempo de la elucion.
Extraer la tira de papel filtro e inactivarla en un bote con agua y cloro. Posteriormente
desechar la tira de papel filtro en los residuos biologico-infecciosos.
Colocar los sueros a bano Maria a 56°C durante 30 minutos. Este procedimiento se
utiliza para inactivar todos los elementos o agentes patégenos que podrian
permanecer en la elucion. Cada 10 minutos sacar los sueros y darles un movimiento
con el Vortex durante 10 segundos para evitar que se gelifiquen.
Centrifugar los sueros por 5 minutos a 3000 rpm para que descienda el sedimento.
Tomar el sobrenadante para obtener el suero. La muestra de suero esté lista para ser

utilizada.
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10. En caso de que no se vaya a trabajar inmediatamente con la muestra, se debe dejar
atemperar a temperatura ambiente para posteriormente guardarla en congelacion.

Protocolo de la Dra. Ana Laura Vigueras Galvan adaptado por la pMVZ Karen Elizabeth Rivera

Rosas y la M. en C. Brenda Aline Maya Badillo.
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Anexo 5.- Protocolo del ensayo de ELISA

Los reactivos deben atemperarse a una temperatura de 18-26°C antes de usarlos, asi como

mezclarse invitriéndolos o agitandolos en un Voértex suavemente.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se toman la(s) placa(s) tapizada(s) con antigenos y se marca la posicion de la
muestra en una hoja de trabajo.

Se agrega 100 pl de control negativo NO DILUIDO en dos pocillos.

Se agrega 100 pl de control positivo NO DILUIDO en dos pocillos.

Se agrega 100 pl de muestra diluida en los pocillos correspondientes.

La placa se incuba durante 60 minutos (+ 5 minutos) a 18-26°C.

Preparar la solucion de lavado realizando una dilucion (1:10), colocando 35 ml de
la solucion de lavado concentrada y 315ml de agua destilada para obtener la solucion
de lavado diluida.

Se lava cada pocillo con aproximadamente 300 pl de solucion de lavado diluida de
3 a5 veces.

Secar sobre papel absorbente.

Se agrega 100 pl de Conjugado en cada pocillo.

Se incuba durante 30 minutos (£ 2 minutos) a 18-26°C.

Se repite el paso 7 y 8.

Se agrega 100 pl de Substrato TMB en cada pocillo.

Se incuba durante 15 minutos (+ 1 minuto) a 18-26°C.

Se agrega 100 pl de Solucion de Frenado en cada pocillo para detener la reaccion.
Se calibra el lector en blanco con aire.

Finalmente, realizar la lectura y anotar los valores de la absorbencia a 650nm,

A(650) en BioTek Synergy H1 microplate reader.
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Resultados:
Para que el ensayo sea valido, la absorbancia media A(650) del control negativo debe ser
superior o igual a 0,600, y la relacion M/N del control positivo debe ser inferior a 0,50. En
el caso de analisis no validos, la técnica podria ser la causante y habria que repetir el ensayo.
La presencia o ausencia de anticuerpos frente a la IA se determina por la relacion muestra-
control negativo (M/N) para cada muestra.
Interpretacion de los resultados:

e Las muestras con valores M/N < 0,60 deberan considerarse positivas a la presencia

de anticuerpos frente a la Influenza A.
o Las muestras con una relacion M/N > 0,60 se consideran negativas a la presencia de

anticuerpos frente a la Influenza A.



