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RESUMEN

SANTIAGO BAUTISTA ERIK GUSTAVO. Deteccion molecular de Orthoflavivirus en
comunidades de aves en el estado de Yucatan (bajo la direccion de: MVZ Dra. Ana
Laura Vigueras Galvan, QFB Dra. Rosa Elena Sarmiento Silva y MVZ M. en

C. Erika Nayelli Hernandez Villegas).

Los Orthoflavivirus infectan anualmente alrededor de 400 millones de personas
alrededor del mundo. Estos arbovirus son transmitidos principalmente por
mosquitos del género Culex y algunas especies de aves, especialmente del orden
Passeriformes, actuan como reservorios. En el estado de Yucatan, la alta riqueza
de especies de aves silvestres y el drastico cambio en el uso de suelo hacia zonas
de aprovechamiento agropecuario, subrayan la necesidad de monitorear la
circulacion de Orthoflavivirus en la region. El principal objetivo de este estudio es
identificar diferencias en la estructura de las comunidades de aves en cuatro
localidades con diferentes usos de suelo (Conservado, Diversificado, Rural y
Urbano) en Yucatan y describir su asociacion con la prevalencia de Orthoflavivirus.
Se analizaron muestras de hisopado cloacal de especies de aves consideradas
como reservorios o posibles reservorios de Orthoflavivirus usando una RT-PCR
anidada para amplificar un fragmento del gen NS5. Un total de 259 muestras fueron
analizadas, sin resultados positivos. Sin embargo, se observé una disminucién en

la diversidad de las comunidades de aves en las localidades con mayor densidad
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poblacional humana y pérdida de cobertura vegetal nativa. Estos hallazgos resaltan
la importancia de promover la conservacion de la biodiversidad, asi como la
necesidad de realizar un monitoreo continuo de los Orthoflavivirus en la region,
complementando estos analisis con estudios seroldégicos para obtener una
perspectiva integral de la situacion epidemiologica y establecer estrategias de
accion inmediata en caso de un incremento en la incidencia de enfermedades

causadas por Orthoflavivirus en la poblacién humana.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas, se ha registrado un aumento significativo de enfermedades
infecciosas, tanto emergentes como reemergentes (Medina-Vogel, 2010; Soler-
Tovar et al., 2013). Se estima que el 75% de estas enfermedades son de origen
zoonodtico y el 80% de ellas son de etiologia viral (Recht, Schuenemann and

Sanchez-Villagra, 2020).

La intensificacion de actividades humanas como la urbanizacion, la agricultura y la
deforestacion han llevado a la fragmentacion y pérdida de habitats naturales,
alterando las dinamicas de interaccion entre humanos, animales silvestres, vectores
y patégenos, lo que incrementa el riesgo de transmision de enfermedades a las
poblaciones humanas que habitan en las regiones donde ocurre la transformacion
de los gradientes (Badii et al., 2015; Figueroa-Pérez, Luna-Aragén and Reyes-Silva,

2021).

La peninsula de Yucatan posee una alta biodiversidad, por lo que es un area
relevante para el estudio de enfermedades zoondticas (Farfan-Ale et al., 2004). De
igual manera, la region enfrenta problemas ambientales como son altos niveles de
deforestacion y cambio de uso de suelo, principalmente por actividades
agropecuarias y de urbanizacion. Estas transformaciones ambientales no solo
afectan la biodiversidad, sino que también modifican las interacciones entre
especies, aumentando la probabilidad de transmision de patégenos zoondticos

(Ostfeld, 2009; Comisién Nacional Forestal, 2022).



Dentro de los patdgenos zoonéticos que se ven influenciados por la modificaciéon de
las areas naturales y la pérdida de la biodiversidad podemos encontrar a los
Orthoflavivirus, que son un género viral perteneciente a la familia Flaviviridae, |la
cual alberga distintos arbovirus, algunos de los cuales han tomado mayor relevancia
en los ultimos 20 afos, como son el virus virus Zika, el virus del Dengue
(responsable de 390 millones de casos de enfermedad al afio en el mundo) y el
Virus del Oeste del Nilo, que al introducirse en el continente americano en el afio
1999 causé alrededor de 12,000 casos de meningitis/encefalitis y arriba de 1,100
decesos humanos en Estados Unidos (Murray, Mertens and Despreés, 2010; Paixao,

Teixeira and Rodrigues, 2018).

En los ciclos de transmision de algunos Orthoflavivirus, como el Virus de la
Encefalitis de San Luis o el Virus del Oeste del Nilo, se han reportado algunas
especies de aves como reservorios y mosquitos del género Culex como vectores
(Blitvich, 2008; Diaz et al., 2011; Habarugira et al., 2020). Estudios previos han
documentado la presencia seroldgica y molecular de estos virus en animales y
humanos en diversas regiones de México como en el noreste del pais (Chihuahua
y Coahuila) y la zona costera del golfo de México (Tamaulipas, Veracruz y Tabasco),
incluyendo la peninsula de Yucatan, esto destaca la necesidad de un monitoreo
constante para comprender mejor su ecologia y dinamica de transmision (Estrada-
Franco et al., 2003; Fernandez-Salas et al., 2003; Farfan-Ale et al., 2004; Chaves

et al., 2016; Ortiz-Esquivel et al., 2021).

Este estudio propone realizar un monitoreo molecular de la circulacion de

Orthoflavivirus en diferentes comunidades de aves silvestres en localidades con



diferentes usos de suelo (conservado, diversificado, rural de manejo intensivo y

urbano) en el estado de Yucatan.

Mediante la deteccion molecular de estos virus en muestras de hisopado cloacal de
aves silvestres capturadas en estas regiones, se busca proporcionar informacion
que ayude a realizar una evaluacion del riesgo de transmision de Orthoflavivirus en
la region, ademas de la generacion de conocimiento sobre la prevalencia y
distribucion de estos virus en Yucatan. Los resultados de este estudio aportaran
informacion para futuros analisis ecoldgicos, moleculares y sociales que permitiran
el desarrollo de estrategias de vigilancia y control epidemioldgico, para mitigar los
riesgos de brotes en la poblacidn humana y promover la conservacion de los

ecosistemas locales.



MARCO TEORICO

1. Orthoflavivirus

Los Orthoflavivirus infectan distintas especies (aves, murciélagos, primates,
roedores), y generalmente se transmiten a través de vectores, ecoldégicamente se
pueden clasificar en cuatro grupos con base en el vector responsable de su
transmision, (1) Orthoflavivirus transmitidos por mosquitos (MBFV);, (2)
Orthoflavivirus transmitidos por garrapatas (TBFV); (3) Orthoflavivirus especificos
de insectos (ISFV); y (4) Orthoflavivirus sin vector conocido (NKFV) (Villordo et al.,

2016; International Committee on Taxonomy of Viruses, 2023) .

Dentro del grupo 1 (MBFV) podemos encontrar Orthoflavivirus transmitidos por
mosquitos del género Culex (como el Virus del Oeste del Nilo, El Virus de la
Encefalitis de San Luis y el Virus de la Encefalitis Japonesa) los cuales han
suscitado un gran interés debido a que poseen un alto potencial zoonético, pero
ademas afectan tanto la salud como la conservacion de aves silvestres por su papel
como hospederos dentro de los ciclos de transmision (Zoladek and Nisole, 2023).
En Norteamérica se ha encontrado evidencia serolégica y molecular para el Virus
del Oeste del Nilo y el Virus de la Encefalitis de San Luis, mientras que en
Sudamérica se ha reportado evidencia serolégica de otros Orthoflavivirus como el
Virus llheus (ILHV) y el Virus Rocio (ROCV) (Long, 2007; Cardozo et al., 2023;

Plante et al., 2023).



a. Generalidades

Los virus del género Orthoflavivirus son miembros de la familia Flaviviridae, la cual
comprende cuatro géneros Vvirales: Hepacivirus, Pegivirus, Pestivirus Yy
Orthoflavivirus (antes Flavivirus) (Pierson and Diamond, 2020; Postler et al., 2023).
Los Orthoflavivirus presentan una morfologia esférica de 50nm de diametro. Son
virus envueltos con un genoma ARN de cadena sencilla en sentido positivo,

[ssRNA(+)] (Paixao, Teixeira and Rodrigues, 2018).

Dimero E Proteina M

Fig.1: Representacion del virion maduro de un Orthoflavivirus (Swiss Institute of Bioinformatics,
2003)

El tamafo del genoma es de aproximadamente 11 kb, se organiza en un marco
abierto de lectura (ORF) que codifica para una poliproteina Unica que es procesada

co- y postraduccionalmente por proteasas virales y celulares del hospedador,



produciendo tres proteinas estructurales (capside, pre-membrana y envoltura) y

siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) en ese orden

(Fig. 2). La funcién de cada proteina puede verse en la tabla 1.

Tabla 1. Resimen de las proteinas del Virus del Oeste del Nilo y su funcién (Modificado de

Habarugira et al., 2020)

Proteina viral

C

prM/M

NS1

NS2A

NS2B

NS3

NS4A

NS4B

NS5

Principal funcién
Encapsidacion y desencapsidaciéon del ARN
Activacién de la via de la apoptosis y muerte celular
Ensamblaje del virus
Fusidn virus-célula hospedadora
Unidn del virus a los receptores de la célula hospedadora
Proteccion de las particulas viricas
Fusidn de la membrana virica con la célula hospedadora

Replicacidn del ARN virico

Aumento de la adhesién del virus en el reticulo endopldsmico
Estabilidad del virus

Evasion inmunitaria (inhibicidn de la activacion del complemento)
Replicacidn del ARN virico y ensamblaje de viriones

Evasion inmunitaria (interrupcidn de la transcripcion del IFN)
Cofactor de la actividad de la proteasa NS3

Replicacidn y ensamblaje del virus

Serina proteasa (N-terminal)

ARN helicasa (C-terminal)

Reorganizacion de la membrana virica

Inhibidor de la respuesta del huésped al interferén o/B

Evasidn inmunitaria (inhibidor del interferén a/B del huésped)
Replicacidn virica (potenciador de la actividad NS3hel)
Antagonista de IFN-a y B

Evasion de la respuesta inmunitaria innata (antagonista del IFN)
Metiltransferasa (N-terminal)

ARN polimerasa dependiente de ARN (C-terminal)
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Fig. 2: Representacion esquemética del genoma de los Orthoflavivirus. (International Committee on

Taxonomy of Viruses, 2023).

b. Ciclo de replicacién

Las proteinas de tirosina quinasa de la familia TAM, TIM, lectinas tipo C, integrinas,
lamininas y heparan sulfato se han identificado como los receptores que utilizan los
Orthoflavivirus para la infeccion de las células blanco (principalmente células
dendriticas), a través de endocitosis mediada por receptor dependiente de clatrina.
Una vez que el virion se internaliza, el pH acido del endosoma, activa una
trimerizacion irreversible de la proteina E resultando en la exposicion del péptido de
fusién, provocando la fusién de la membrana del viribn con la membrana
endosomal, liberando asi, la capside viral dentro del citoplasma. La capside es
degradada liberando el ARN viral el cual es traducido directamente por los
ribosomas en el reticulo endoplasmico rugoso dando como resultado una
poliproteina viral, las proteasas de la célula hospedera escinden la poliproteina en
sus proteinas constituyentes; estructurales y no estructurales. Las proteinas no

estructurales se ensamblan formando el complejo de replicativo (RC) e inicia la
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invaginacion de la membrana del reticulo endoplasmico para producir complejos de
replicacion. Los complejos de replicacion traducen el ARN viral a través de una
cadena intermedia de ARN negativo dando lugar a una cadena ARN positivo que se
empaqueta en nuevas nucleocapsides creando viriones inmaduros. Estos viriones
inmaduros se secretan en vesiculas y se transportan a través de la red trans-Golgi
dénde avanzan a través de vesiculas de pH decreciente. Finalmente, la forma
inmadura de la proteina M (prM) es cortada por la proteasa furina de la célula
hospedera, donde se adquiere la envoltura viral, resultando en viriones maduros e
infecciosos que luego se liberan mediante exocitosis (Fig. 3) (van den Elsen, Quek

and Luo, 2021).
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Fig. 3: Esquema del ciclo de replicacion de los Orthoflavivirus. Los pasos se enumeran en numeros
arabigos: 1. Unidn a receptor; 2. Endocitosis; 3. Fusion de membranas y liberacion de la capside; 4.

Traduccion y replicacion del ARN; 5. Ensamble; 6. Maduracion; 7. Exocitosis de viriones maduros.
Modificado de van den Elsen, Quek and Luo, 2021.
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c. Proteina NS5
La proteina NS5 es la mas larga (102kDa) y es la proteina mas conservada entre
las especies del género Orthoflavivirus (Fig. 4). Es fundamental en la replicacion
viral ya que tiene actividad de ARN-polimerasa dada por su dominio de polimerasa
de ARN dependiente de ARN (RdRp) en el extremo C-terminal. Estructuralmente
cuenta con tres subdominios que asemejan la forma de una mano derecha cerrada,
la palma posee el sitio catalitico de la enzima, mientras que los dedos y el pulgar
forman un tunel a través del cual el ARN entra en contacto con el subdominio de la

palma (Egloff et al., 2002; Davidson, 2009; Zhao et al., 2021).

Debido a estas caracteristicas y su nivel de conservacion, el gen que codifica para
la proteina NS5 se ha utilizado en multiples protocolos como blanco para el
diagnostico molecular por PCR de los virus del género Orthoflavivirus (Zhao et al.,

2021).

— MTase RdRp
1 71 85 881 903
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Fig. 4: Alineamiento de secuencias de diferentes regiones de la proteina NS5 de diferentes
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Orthoflavivirus. Se observa la similitud que existe en la secuencia de esta proteina entre las
diferentes especies virales. Modificado de (Tan et al., 2019).
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En el extremo N-terminal la proteina NS5 también cuenta con un dominio
metiltransferasa (MTasa) dependiente de S-adenosil-Lmetionina (SAM) que le
otorga la funciéon de metiltransferasa, funcién importante para los Orthoflavivrus
para prevenir la activacion inmunitaria innata y para potenciar la traduccién viral
(Dong et al., 2014). Este dominio de MTasa estructuralmente tiene tres subdominios,
uno N-terminal que contiene un sitio de uniéon a GTP, un nucleo que tiene funcion
catalitica y un sitio de union a S-adenosil-L-metionina (SAM) y uno C-terminal (Egloff

et al., 2002; Zhao et al., 2021).

A B

Fig. 5: Representacion de la estructura de la proteina NS5 del Virus de Dengue. El dominio de la
MTasa (extremo N- terminal) es de color amarillo y se observa el dominio N-terminal con el sitio de
union a GTP y la region del nucleo con el sitio de unién a S-adenosil-Lmetionina (SAM). Los dedos

(Fingers) del dominio RdRp (extremo C-terminal) se muestran en verde, la palma en azul y el pulgar

en salmén. Tomado de Zhao et al., 2015.

d. Ciclo de transmision

Los Orthoflavivirus involucran reservorios y vectores en su ciclo de transmision,

como aves y mosquitos (principalmente del género Culex) respectivamente. La
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transmision de los Orthoflavivirus por los vectores hacia los hospederos aviares se
realiza en distintos pasos, primero los mosquitos (hembra) se alimentan de aves
silvestres infectadas con el virus durante la fase de viremia; el virus comienza a
replicarse en células del intestino medio y posteriormente se disemina a las
glandulas salivales del mosquito (6rganos reservorios del virus), a este periodo se
le conoce como periodo de incubacion extrinseco, que puede variar entre 1 a 14
dias dependiendo de la temperatura, la cepa viral y la susceptibilidad de la poblacion
del vector; cuando el mosquito supera este periodo de incubacion es capaz de poder
transmitir el virus a los hospedadores que forman parte de su ciclo, en este caso las
aves silvestres, estableciéndose el ciclo de transmision enzodtico ave-mosquito;
finalmente en el hospedador se desarrolla el periodo de incubacion intrinseco que
inicia desde que el virus infecta al hospedador hasta que se desarrollan los primeros

signos de enfermedad (Long, 2007; Diaz et al., 2011; Grisenti et al., 2013).

Ademas del ciclo enzodtico o selvatico, se puede presentar una transmision
epizoodtica y epidémica, la cual involucra a hospederos incidentales como los
caballos y los humanos respectivamente, los cuales no forman parte del ciclo natural
de transmision, pero debido al contacto estrecho que se tiene con los vectores o por
un cambio en las preferencias alimenticias del vector, estas especies terminan
infectadas (Long, 2007; Diaz et al., 2011). Asi mismo, en el caso del Virus del Oeste
del Nilo se ha demostrado también que éste puede transmitirse a través de

transfusiones de sangre contaminada en humanos (Long, 2007).

Se ha demostrado también una transmision horizontal por ingestion oral en aves, a

partir de la excrecion oral y cloacal de particulas virales de aves infectadas, este
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tipo de transmision puede tomar importancia en las épocas en donde la densidad
de vectores disminuye (temporada de sequia), asi como en las zonas donde
conviven distintas especies de aves en altas abundancias como las zonas de

anidamiento o reproduccion de las aves migratorias (Komar et al., 2003).

Fig. 6: Ciclo de transmision del Virus del Oeste del Nilo. a) Ciclo de transmisién enzodtico o selvatico
entre el mosquito (vector) y las aves (reservorios); b) Transmision directa entre aves por la ingestion
oral de particulares virales; c) Ciclo de transmision epidémico o urbano entre el mosquito (vector) y
los humanos (hospedador incidental); d) Transmisién directa a través de transfusiones sanguineas

en humanos; e) Ciclo de transmision epizodtico o rural entre el mosquito (vector) y animales

domeésticos (hospedadores incidentales). Modificado de Habarugira et al., 2020.

e. Patogenia y epidemiologia

Patogenia

Uno de los factores que influyen en la importancia de los Orthoflavivirus como

modelo de estudio y vigilancia es su variabilidad en la presentacion de signos
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clinicos dependiendo de la especie viral y el hospedero final. De manera general la
presentacion de la enfermedad se puede clasificar dentro de dos categorias, una
presentacion sistémica (fiebre hemorragica y permeabilidad vascular) y una

neuroldgica (encefalitis y paralisis flacida) (van Leur et al., 2021).

En el caso de los Orthoflavivirus transmitidos por mosquitos del género Culex como
el Virus del Oeste del Nilo o el Virus de la Encefalitis de San Luis se ha reportado
que ademas de los humanos y los caballos otras especies pueden ser susceptibles
a la infeccion (perros, gatos, ovejas, reptiles). En ellos, los signos clinicos
presentados son principalmente de tipo neuroldgico, manifestando cambios en el
comportamiento y en el sistema motriz (ataxia, paresia, paralisis, recumbencia y
fiebre) y corresponden con las anormalidades causadas en la medula espinal, los
pares craneales, asi como en las neuronas de las zonas del talamo, la médula y
limitadas zonas del cerebro (van der Meulen, Pensaert and Nauwynck, 2005; Long,

2007).

En el caso de las aves la patogénesis es diferente, el Virus del Oeste del Nilo se
infiltra el sistema linfatico y después a través de la sangre se desarrolla una viremia
con la diseminacion viral hacia diferentes 6rganos, esta fase puede durar desde 1 a
10 dias. El tropismo, asi como el periodo de viremia depende del genotipo viral, la
especie del ave e incluso la edad, por ejemplo, para el periodo de viremia son las
aves del orden Charadriiformes y Paseriformes las que tienen una mayor magnitud
y duracion, en contraste con las aves del orden Psitacifformes y Galliformes que
tienen los periodos y las magnitudes mas pequefas (Komar et al., 2003; van der

Meulen, Pensaert and Nauwynck, 2005).
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Asi mismo los signos clinicos presentados en las aves por la infeccion del Virus del
Oeste del Nilo dependen del tropismo viral durante la diseminacion, se puede
presentar letargo generalizado, plumas erizadas, posturas anormales, incapacidad
para mantener la cabeza erguida y ataxia y en los casos de la enfermedad aguda
la muerte se ocasiona entre las primeras 12 a 24 horas después de la infeccion.
También puede existir una presentacion sin signos clinicos aparentes a excepcion
de una debilidad general, siendo en algunas especies de aves silvestres la unica
presentacion de la enfermedad (Komar et al., 2003; van der Meulen, Pensaert and

Nauwynck, 2005; Diaz et al., 2011).

En caso del Virus del Oeste del Nilo se ha reportado que el virus se puede excretar
a través de las heces, principalmente en las aves reservorias, ademas esta
excrecion puede persistir durante 4 a 7 dias mas que la fase virémica, sin ocurrir
signos clinicos aparentes, esto permite que la deteccion del virus a través de
muestras o hisopados cloacales sea un buen método para la vigilancia

epidemioldgica de los Orthoflavivirus (Grisenti et al., 2013).

Epidemiologia y circulacion de los Orthoflavivirus en México

Puntualizando, en términos epidemiolégicos existe una diferencia en el impacto de
las enfermedades ocasionadas por Orthoflavivirus en la salud animal y humana
entre México y otros paises. En Estados Unidos, estos virus han ocasionado
impactos importantes en las poblaciones de aves susceptibles y una enfermedad

neuroldgica con alta mortalidad en seres humanos (Centers for Disease Control and
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Prevention, 2010). Esta diferencia puede ser atribuida a diversos factores, por un
lado pueden estar las dinamicas ecoldgicas de los reservorios, los vectores y el
patdgeno, otros autores mencionan que debido a la circulacion de los Orthoflavivirus
endémicos de México como el dengue virus (DENV) existe una inmunidad en seres
humanos a otros Orthoflavivirus y por ultimo, un factor que no impacta en la
transmision viral pero que si afecta en las estadisticas epidemiolégicas es la
capacidad de detectar y diagnosticar los casos de infeccidon por el virus del Oeste
del Nilo y otros Orthoflavivirus, ya que mientras Estados Unidos tiene un sistema de
vigilancia bien establecido y una infraestructura de salud publica sélida que permite
identificar y rastrear los brotes de enfermedades de manera mas efectiva, en México
existe una menor capacidad de vigilancia y deteccion lo que podria subestimar el

numero real de casos (Deardorff et al., 2006).

En México, se detectd el primer caso del VON en el ano 2003, de acuerdo con
reportes, de la Direccion General de Epidemiologia (2023). Hasta el ano 2023, se
han registrado un total de 13 casos de infeccion en humanos causados por este
virus en nuestro pais. Adicional a estos casos, histéricamente se han reportado la
presencia de encefalitis ocasionadas por el virus de la encefalitis de San Luis (ESLV)
desde el afio 1975, ademas, se ha encontrado evidencia serolégica del VON en
humanos en México desde 1963 (Gonzalez Cortés et al., 1975; Maria and Zarate,

1978).

Asi mismo, de acuerdo con algunos estudios, se ha documentado la evidencia
serologica y molecular de la presencia del virus del oeste del Nilo y del virus de la

encefalitis de San Luis, en comunidades de aves silvestres y mosquitos en el norte
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de México (Chihuahua y Coahuila) y de los estados que conforman la zona costera
del golfo de México (Tamaulipas, Veracruz, Tabasco) asi como en el estado de
Yucatan (Estrada-Franco et al., 2003; Fernandez-Salas et al., 2003; Farfan-Ale et
al., 2004). Sin embargo, dentro de las limitaciones de estos estudios es la deteccién
seroldgica, la cual podria indicar una interaccion entre el virus y el hospedador, pero
no permite identificar el patdégeno responsable de la infeccion, mientras que la
deteccidn molecular, no solo permite la deteccion directa del patégeno, también, con
la posterior secuenciacion del material genético del virus se pueden identificar

variaciones genéticas (William Provance et al., 2024).

En Yucatan, se ha llevado a cabo un seguimiento constante de la actividad del Virus
del Oeste del Nilo. En un estudio reciente realizado por Ortiz-Esquivel et al., 2021
realizaron la deteccion en sueros de caballos mediante un ensayo de
inmunoabsorcion enzimatica de captura (MAC-ELISA) para la deteccion de IgM
especificas contra el VON en los municipios de Tizimin y Panaba, al oriente de
Yucatan, con una prevalencia del 4.3% con titulos elevados de IgM. Mientras que,
Chaves et al., 2016 documentaron la presencia molecular del VON en aves
silvestres muestreadas en Yucatan durante el periodo de marzo a septiembre de
2012 con una prevalencia del 13%. Estos resultados enfatizan la necesidad de
mantener una vigilancia epidemioldgica continua en aves, ya sean migratorias o
residentes, con el fin de comprender la transmision de los Orthoflavivirus en la
region de Yucatan, principalmente en los ciclos enzodéticos o silvestres donde no se

han monitoreado de manera sistematica a pesar de que en poblaciones humanas
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circulan algunos Orthoflavivirus como el Virus Dengue y Zika (Direccion General de

Epidemiologia, 2023).

2. Aves silvestres en la transmision de enfermedades

La participacion de las aves en la transmisién de enfermedades presenta una red
de interacciones, que abarca desde su funcidn como reservorios naturales para
patdgenos hasta su contribucién global en la diseminacién de estos (Marcos, 2013).
El amplio rango de movimiento ya sea a nivel regional o interregional a través de las
migraciones, les otorga un papel fundamental en la propagacién de patégenos, ya
sea de transmision directa, como el virus de influenza A, o en arbovirosis, como el

virus del Oeste del Nilo (Reed et al., 2002; Marcos, 2013).

En las enfermedades transmitidas por vectores, la tasa de transmision esta
influenciada en parte por la tasa de contacto entre vectores e individuos reservorios.
Las aves, debido a su densidad poblacional y movilidad, representan un grupo de
interés particular, ya que estos factores modulan la frecuencia de contacto y, por
tanto, el riesgo de transmision de patdégenos. Este rol clave convierte a las aves en
un componente crucial en los estudios sobre la propagacién de enfermedades

arbovirales (Marcos, 2013).

México, por sus caracteristicas biogeograficas, al estar entre la region Neartica y
Neotropical, asi como su compleja orografia hacen que sea el pais de Norteamérica
con la mayor diversidad de especies de aves, con una riqueza de entre 1,120 y
1,150 especies, representando cerca del 11% del total de especies en todo el

mundo, contando ademas con 26 6rdenes (65%), 95 familias (41%) y 493 géneros
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(22%) en el pais (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la

Biodiversidad, 2023).

Los ecosistemas que albergan predominantemente la mayor diversidad de especies
aviares en México son la selva alta perennifolia, que representa el 29% de dicha
diversidad, seguida por la selva baja caducifolia, que contribuye con el 24%;
posteriormente, se destacan los entornos boscosos, como el bosque de pino y
encino, asi como el bosque mesofilo de montafia, seguidos por ambientes de tipo

arido, como los matorrales (Navarro-Siguenza et al., 2014).

La mayoria de las especies de aves del pais son residentes permanentes; sin
embargo, al tener distintas rutas de aves migratorias que cruzan del neartico hacia
el neotropico (Fig. 7), se destaca una considerable cantidad de especies migratorias
estacionales, principalmente aquellas que visitan el pais en invierno, seguidas por
las aves migratorias en transito (Berlanga and Rodriguez, 2010; Navarro-Siguenza

et al., 2014).
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Fig. 7. Trayectorias de migracion a nivel poblacional en el hemisferio oeste para 118 especies de
aves migratorias durante el periodo 2002-2014. Modificado de: La Sorte et al., 2016

La distribucidn geografica de las especies de aves en México, evaluada segun las
entidades geopoliticas, revela una concentracion significativa a lo largo de la
vertiente del golfo de México y la peninsula de Yucatan, y es particularmente el
estado de Yucatan el que se caracteriza por albergar una alta diversidad de aves
debido a que ademas de la alta riqueza de especies neotropicales en el pais, su
ubicacion lo hace ser un estado que forma parte de la ruta migratoria de muchas
especies de aves migratorias nearticas ya sea como destino o como un punto de
transito, sumado a lo anterior al ser una unidad fisiografica aislada (junto con
Campeche y Quintana Roo) presenta un alto nivel de endemismo de especies de
aves, principalmente en la franja norte del estado (Cortés-Ramirez, Gordillo-

Martinez and Navarro-Siguenza, 2012; Navarro-Siguenza et al., 2014).
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e Papel de las aves en la transmision de enfermedades ocasionadas por

Orthoflavivirus

Algunas especies de aves, principalmente del Orden Passeriformes como Passer
domesticus son consideradas como reservorios competentes para la amplificacién
de los Orthoflavivirus en el ciclo en el que estén involucrados, debido a que
mantienen una concentraciéon de virus mayor a 10° UFP/ml (UFP: unidades
formadoras de placa), siendo esta la concentracion viral minima necesaria para
infectar a un mosquito vector y durante el tiempo necesario (10-12 dias en
promedio) (Diaz et al., 2011). Sin embargo, se deben considerar las caracteristicas
intrinsecas del virus (genotipo, patogenicidad), de los vectores (preferencias
alimenticias) y de los hospederos, particularmente en estos ultimos pueden existir
relaciones interespecificas que involucren la predileccidon de los mosquitos por
alimentarse de cierta especie como se ha visto con Turdus migratorius en
Washingtong, D.C, asi mismo las marcadas disparidades en la historia de vida
(crecimiento, reproduccion), el comportamiento y la fisiologia e inmunidad de los
individuos desempefan un papel crucial en su exposicién a los Orthoflavivirus
afectando asi la carga viral y la subsecuente transmision de estos en las

poblaciones (Martin et al., 2016).

Es de suma importancia considerar que, en un ambiente, la prevalencia de
Orthoflavivirus no solo se influye por los niveles de viremia que presentan los
reservorios, sino que también requiere una consideracion mas amplia que abarque
factores ecoldgicos y biolégicos de los reservorios, el patégeno y los vectores. La
dinamica de interaccion entre aves y mosquitos, influenciada por preferencias
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especificas de los vectores, la abundancia de determinadas especies de aves, la
plasticidad de hospederos de los Orthoflavivirus transmitidos por mosquitos, asi
como aspectos del ciclo de vida de las aves, como la susceptibilidad inmunoldgica,
las actividades diarias como anidamiento y perchaje en areas cercanas a los
vectores, también influyen en la probabilidad de contacto con el Vvirus,
desempefiando un papel crucial en la prevalencia en los ciclos enzodéticos (Martin

et al., 2016).

3. Relaciéon de la biodiversidad con las enfermedades

emergentes y reemergentes

El incremento en la incidencia de enfermedades en los ultimos afios ha remarcado
la importancia de las interacciones entre la fauna silvestre los humanos y el medio
ambiente en la emergencia y reemergencia de enfermedades infecciosas (Keusch

et al., 2022; Sanchez et al., 2022).

La conceptualizacion de zoonosis, acuiada por primera vez en el siglo XIX para
describir enfermedades compartidas entre animales y humanos, ha evolucionado
con el tiempo y se han incluido otros factores que se involucran con la emergencia
de enfermedades zoonoéticas, como el ambiente, la salud animal, la calidad del
agua, etc. dando como resultado el concepto de Una Salud, siendo un enfoque
integrador que busca optimizar de forma sostenible la salud de las personas, los
animales y los ecosistemas, haciendo uso de distintas disciplinas, tales como la
ecologia de enfermedades, la cual busca analizar y comprender los factores que
influyen en el impacto de las enfermedades infecciosas considerando aspectos
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bioldgicos, fisicoquimicos, conductuales y sociales a través del analisis de los
cambios en el ambiente, en la diseminacion, virulencia y capacidad de transmision
de los patégenos y probabilidad de exposicidon a estos (Carrillo and Viviana, 2014;

Joint Tripartite FAO OIE WHO and UNEP Statement, 2021; Sanchez et al., 2022).

Desde el enfoque de la ecologia de se ha descrito que el incremento en la
emergencia y reemergencia de enfermedades es favorecida por actividades
antropogénicas como el desarrollo socioeconémico, el comercio de fauna silvestre,
la urbanizacién y los sistemas intensivos de produccién pecuaria, las cuales
provocan cambios ecoldgicos de los sistemas biologicos a través de la alteracidon en
las interacciones entre animales silvestres, animales domésticos y humanos o

cambios en la abundancia y riqueza de especies (Horby et al., 2014).

Numerosos estudios respaldan que las alteraciones en el paisaje, aumentan el
riesgo de brotes de enfermedades esto debido a que cambios en el paisaje, como
la fragmentacion de habitat y la perdida de areas naturales modifican la
disponibilidad de recursos, concentrando poblaciones de animales en pequefas
areas creando focos de transmision intra o interespecificos (Estrada-Pena et al.,
2014; Diuk-Wasser, Vanacker and Fernandez, 2021; Keesing and Richard S Ostfeld,

2021; Platto et al., 2021).

Keesing y Ostfeld, 2021 proponen tres modelos conceptuales que vinculan la
diversidad de hospederos con la aparicion de enfermedades zoonéticas en
humanos. En el primer modelo se sugiere que la riqueza de especies de hospederos
contribuye a una diversidad de patdégenos, los cuales podrian transmitirse a los
humanos; en el segundo, algunas especies son mas propensas a albergar
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patdgenos zoondticos (reservorios) y la riqueza de estos hospederos zoondticos
resulta mas importante para determinar el riesgo de una emergencia zoondtica.
Finalmente, en el tercer modelo se plantea que tanto la riqueza como la abundancia

de los reservorios zoonadticos determinan el riesgo de emergencia zoondtica.

Para comprender de manera adecuada las hipétesis que relacionan la diversidad
de hospederos reservorios con el aumento o la disminucion en la prevalencia de
enfermedades es importante comprender el papel de algunas especies silvestres
como reservorios de patdgenos zoondticos. La definicion de reservorio ha
evolucionado a lo largo de los afios, conceptos previos lo definian como aquella
especie que albergaba un patégeno sin desarrollar una patogenia, otras definiciones
no le adjudican sujeto y lo establecen como un sistema ecologico en el cual un
agente infeccioso sobrevive indefinidamente, desde el punto de vista ecoldgico y
para motivos de este trabajo se considerara como un reservorio a las especies que
(1) sean susceptibles a la infeccion viral, es decir permite la replicacion del virus, (2)
genera una viremia superior al umbral minimo de infeccion durante el tiempo
necesario, la cual se ha demostrado experimentalmente que se alcanza a
concentraciones de virus mayor a 10° UFP/ml por 4-5 dias para Orthoflavivirus, (3)
ser abundantes y (4) poseer un alto grado de asociacion en tiempo y espacio con el

vector y el virus (Diaz et al., 2011).

Las investigaciones relacionadas con el tercer modelo de Keesing y Ostfeld, 2021
explican los efectos de los cambios en la biodiversidad natural sobre los patégenos
zoonoticos en las teorias denominadas como efecto de amplificacion y efecto de

dilucién. El modelo de amplificacién describe que la presencia o actividad de
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hospederos puede aumentar la carga de patdgenos en el entorno, aumentando asi
la probabilidad de transmision a otros hospederos susceptibles (Lee and Mohd,
2020). De manera complementaria el efecto de dilucion postula que, la presencia
de una mayor diversidad de hospederos actua como un factor de mitigacion al
reducir las oportunidades de contacto entre los patdgenos zoondticos y los

hospederos susceptibles (Lee and Mohd, 2020; Keesing and Ostfeld, 2021).

No obstante, la relacion entre la diversidad biolégica y las enfermedades zoondticas
no es lineal ni exclusiva, existen otros factores que afectan la prevalencia de
enfermedades de acuerdo con el contexto especifico y se deben considerar también
las caracteristicas individuales de los patdégenos y los hospederos, Strauss et al.,
2015, demostraron como la competencia entre reservorios (por recursos) y la
capacidad de transmision del patdégeno son los principales influyentes de la
prevalencia a escala local; en casos donde los reservorios son altamente
competitivos y poseen una elevada capacidad de diseminacién, el aumento en la
diversidad de hospedadores no presenta una significancia estadistica para reducir
la prevalencia de la enfermedad, a diferencia de los sistemas en los cuales los
reservorios no son altamente competitivos y su capacidad de diseminacion es
moderada y se logra cumplir el efecto de dilucion.

Dentro del contexto de las interacciones hospedero-patdégeno, se destaca la
presencia de un tercer componente: los vectores, lo cual introduce una complejidad
adicional a las dinamicas de interaccion y a la relacion inherente entre la diversidad
biolégica y las enfermedades emergentes y reemergentes (Keesing and Ostfeld,

2021).
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Se ha documentado que la variabilidad en la diversidad de hospederos puede
generar dos escenarios antagonicos en las enfermedades transmitidas por
vectores; por un lado, se puede observar una disminucion en la incidencia de
enfermedades transmitidas por estos vectores debido a la reduccion de sus
poblaciones, consecuencia directa de la disminucion en el numero de hospederos
disponibles. No obstante, en otros casos, la disminucion de la diversidad de
hospederos puede propiciar un aumento en la incidencia de enfermedades
transmitidas por vectores, debido a la necesidad de los vectores de alimentarse de
individuos adicionales que normalmente no serian afectados si la poblacion de
hospederos no se viera mermada (Ratti, Winter and Wallace, 2021). Es importante
mencionar que se incluyen caracteristicas individuales de los hospederos (especie,
radio de transmision, estacionalidad), de Ilos patégenos (patégenos
multihospederos) pero también de los vectores (preferencias alimenticias, variacion
en la abundancia en diferentes épocas del afio) y es por ello por lo que se tiene que
realizar un analisis especifico de acuerdo con las caracteristicas que presenta la
escala espacial y la ecologia del patégeno a estudiar (Miller and Huppert, 2013;
Keesing and Ostfeld, 2021).

Dentro de las enfermedades transmitidas por vectores, asociadas con la pérdida de
la biodiversidad estan las ocasionadas por Orthoflavivirus (Ostfeld, 2009; Ostfeld

and Keesing, 2012; Roiz et al., 2019; Postler et al., 2023).

El Virus del Oeste del Nilo se ha utilizado como modelo de estudio para resaltar el
impacto de la pérdida de la biodiversidad, Swaddle y Calos, 2008, demostraron que

una mayor diversidad de especies de aves en una region especifica de Estados
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Unidos se asocia con una reduccion en la incidencia de este virus en la poblacion
humana. De manera contraria otras investigaciones demuestran que un aumento
en la riqueza de especies de aves se relaciona con un incremento en la
seroprevalencia del Virus del Oeste del Nilo, lo cual resalta la necesidad de
contextualizar estos hallazgos y adoptar un enfoque integral que aborde diversos
factores, considerando la escala espacial utilizada y las comunidades de

hospederos en las investigaciones (Ferraguti et al., 2021).

En el contexto especifico de México, se alberga una gran biodiversidad. Abarcando
una variada gama de ecosistemas, donde habitan una diversidad unica de especies.
Debido a su ubicacion geografica tropical y relieves montafiosos ademas de su
pertenencia a las regiones biogeograficas neartica y neotropical, exhibe una notable
diversidad de climas, paisajes y comunidades biéticas (Luna, Castafién and Raz-
Guzman, 2011). Esta diversidad proporciona habitats propicios para la interaccién
entre hospederos, vectores y sus patdgenos, al presentar numerosas especies que
pueden fungir como reservorios endémicos o introducidos, asi como especies clave

en la transmisién de enfermedades.

No obstante, como ocurre a nivel global, México enfrenta diversas problematicas
econdmicas y sociales que impactan la biodiversidad, tales como la destruccién de
habitats, la contaminacion, la sobrexplotacion, la introduccion de especies exoticas
y el cambio climatico, pero en el contexto nacional, la problematica central radica en
la pérdida de areas naturales (Martinez-Meyer, Sosa-Escalante and Alvarez, 2014).
De acuerdo con registros del 2008, aproximadamente el 50% del territorio mexicano

ha perdido su cobertura vegetal original, y el 27% ha experimentado cambios en el
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uso de suelo a zonas agropecuarias o urbanas (Martinez-Meyer, Sosa-Escalante
and Alvarez, 2014). La tasa de deforestacién, un indicador critico de esta pérdida,
alcanzod su punto maximo en 2016 con 350,898 hectareas afectadas anualmente y
desde el 2001 al 2021 se han perdido en promedio 208,850 hectareas por ano
segun datos oficiales, siendo que la mayor parte de las tierras deforestadas fueron
transformadas en praderas o pastizales (74.43%), seguido del cambio de uso de
suelo a tierras agricolas (21.41%) y para uso de asentamientos humanos (2.41%)
siendo las selvas calido-humedas y las selvas Calido-secas las mas afectadas

(Comision Nacional Forestal, 2022).

A nivel regional, la peninsula de Yucatan emerge como una de las areas mas
afectadas por la deforestacion. Los estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatan
se posicionan entre los diez estados con mayor deforestacion durante el periodo
comprendido entre 2001 y 2021. Con tasas anuales de deforestacion de 24,778 ha,
10,748 ha y 12,696 ha respectivamente, estos estados han experimentado una
significativa pérdida de cobertura forestal. De manera consistente con las
tendencias observadas en todo el pais, el principal cambio en el uso del suelo de
las selvas calido-humedas y calido-secas, particularmente afectadas en esta region,
se ha dirigido hacia la conversion a pastizales, tierras agricolas y asentamientos

humanos (Comisién Nacional Forestal, 2022).

Asi mismo, la peninsula de Yucatan enfrenta varias problematicas ambientales, que
son comunes en el pais en sus propios contextos geograficos, como lo son el
cambio climatico y la contaminacién, sin embargo, una de las cuestiones

particulares que incide en la disminucion de la diversidad de especies en la region
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es el cambio de uso de suelo (Ellis and Porter-Bolland, 2008).En Yucatan dicho
cambio se observa por el incremento de las actividades agropecuarias y la creciente
tasa de urbanizacion aumentando la tasa de deforestacion; tan solo en el afio 2016,
en Yucatan se registré la pérdida del 23% de las selvas, siendo las causas
principales la expansion ganadera (50%), la agricultura de subsistencia (16%), la
agricultura tecnificada (13%) y los incendios forestales (10%) (Comision Nacional
Forestal, 2022). Este fendmeno indica un patrén generalizado de transformacion del
paisaje en la peninsula de Yucatan, con importantes implicaciones para la

biodiversidad y la sostenibilidad ambiental en la region.

Dadas las caracteristicas ecologicas de Yucatan y las altas tasas de cambio de uso
de suelo en el Estado, el objetivo de este estudio es realizar un monitoreo molecular
de la circulacion de los Orthoflavivirus en aves silvestres en un gradiente de uso de

suelo de conservado a urbanizado.
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JUSTIFICACION

El rapido aumento en la tasa de deforestacion y el creciente cambio de uso de suelo
por zonas de aprovechamiento agropecuario y para uso de asentamiento humano
en el estado de Yucatan, ha acrecentado la pérdida de diversidad biologica, al
mismo tiempo que incrementa la diversidad de especies reservorias de
Orthoflavivirus en la region, resultando en un aumento en la tasa de interaccion
entre humano-vector-hospedero y del riesgo de emergencia y reemergencia de

enfermedades ocasionadas por estos virus.

De acuerdo con la literatura, la prevalencia molecular de Orthoflavivirus entre
diferentes habitats y temporadas de diversas regiones en el estado de Yucatan es
variable, sugiriendo que diversos factores como la densidad de vectores y la
diversidad de reservorios influye significativamente en la dinamica de transmision

viral.

Es por ello que este estudio se centra en realizar un muestreo de aves
hospedadoras y el monitoreo molecular de virus del género Orthoflavivirus en
diferentes gradientes de uso de suelo (Conservado, Diversificado, Rural de manejo
intensivo y Urbano) en el estado Yucatan. Con la finalidad de proporcionar una
evaluacién mas integral de la dinamica de transmision de Orthoflavivirus en la region
se considerd ademas realizarlo durante dos épocas del afo (temporada de lluvias y
secas). Este analisis contribuye al desarrollo de estrategias de deteccién y vigilancia
epidemioldgicas realizadas en la zona, con el fin de mitigar los riesgos de brotes en

la poblacion humana y promover la conservacion de la biodiversidad local.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la estructura de las comunidades de aves en cuatro gradientes de uso de
suelo (Conservado, Diversificado, Rural y Urbano) en el estado de Yucatan e

identificar su asociacién con la prevalencia de Orthoflavivirus.
Objetivos especificos

e Caracterizar las comunidades de aves mediante indices de diversidad
taxondmica en distintos gradientes de uso de suelo en el estado de Yucatan.

e Identificar la presencia del genoma de Orthoflavivirus en muestras de aves
con distintas categorias de reservorio presentes en diferentes gradientes de
uso de suelo en el estado de Yucatan.

e Evaluar la relacion entre la prevalencia de Orthoflavivirus y el gradiente de

uso de suelo (Conservado, Diversificado, Rural y Urbano).

HIPOTESIS

El gradiente de uso de suelo influira en la estructura de las comunidades de aves, y

reflejara cambios en la prevalencia molecular de Orthoflavivirus.

32



MATERIALES Y METODOS

Para la deteccion del genoma de Orthoflavivirus se utilizaron muestras de hisopado
cloacal colectadas en el proyecto “Diversidad biolégica, sociecosistemas vy
enfermedades virales emergentes en México” del PRONACES-Salud (clave

303002), bajo las siguientes condiciones:

1.- Diseno del muestreo

Los periodos de muestreo se eligieron tomando en cuenta la estacionalidad,

realizandose en dos temporadas del afio, lluvias (afio 2022) y secas (afio 2023).

Se seleccionaron muestras de aves de cuatro localidades del estado de Yucatan en
un gradiente de uso de suelo categorizado en funcién del porcentaje de vegetacion
nativa e inducida y la densidad poblacional (Fig. 8) categorizadas de la siguiente

manera:

e Conservado (C): Representado por mas de 60 % de vegetacion nativa y baja
densidad poblacional, ubicado en la localidad de San Simén dentro de la

reserva estatal del Puuc.

¢ Diversificado (D): Con 40% vegetaciéon nativa y baja densidad poblacional,
ubicado en la localidad de Corral, al sureste del estado de Yucatan.

e Rural de manejo intensivo (RI): Con mas del 40% de vegetacion inducida
(pastizal, maderables, etc.) y alta produccidon ganadera, ubicado en el noreste

del Estado.
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e Urbano (U): Con mas de 60% del territorio ocupado por asentamientos

humanos y altamente urbanizados, ubicado en la ciudad de Mérida.

Parametro Conservado Diversificado Rural manejo intensivo Urbano
>60% 40% >40% >60%

Usos Vegetacion g 0 Vegetacio i
nativa nativa inducida urbanos

151 Densidad
de poblacion Baja Baja/moderada Alta Alta

Fig. 8: Localidades de los sitios de muestreo y su categorizacién de acuerdo con el gradiente uso de
suelo. La localidad del gradiente Conservado (R.E.B del Puuc, punto naranja) se ubica al suroeste
del estado dentro de la Reserva Estatal Biocultural del Puuc; la localidad del gradiente Diversificado
(Corral, punto azul) se ubica al sureste del estado dentro del municipio de Tzucacab; la localidad del
gradiente Rural de manejo intensivo (Tizimin, punto rosa) se ubica al noreste del estado dentro del
municipio del mismo nombre y la localidad del gradiente Urbano (Mérida, punto parpura) se ubica al

noroeste del estado dentro del municipio homoénimo.
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2. Manejo de individuos y obtencion de muestras biologicas.

La captura de aves se realizé colocando diez redes de niebla distribuidas al azar,
dentro de una parcela de 1 hectarea. Las redes permanecieron activas durante
cinco horas consecutivas a partir del amanecer y se colocaron por tres dias en cada

sitio de colecta por temporada.

Se tomaron datos morfométricos (largo total, largo de cuerpo, largo del ala, largo
del tarso y peso) e identificaron taxondmicamente, utilizando guias bibliograficas de
identificacion. Ademas, se tomaron muestras de hisopado cloacal de cada individuo,
las cuales fueron almacenadas en crioviales de 1.5 ml con 500ul de medio de
preservacion de acidos nucleicos (RNA later®) (Numero de catadlogo AM7021) y
posteriormente colocadas en un tanque con nitrégeno liquido a -195.8°C para su

conservacion y traslado al laboratorio para su resguardo hasta su procesamiento.

Todos los procedimientos de captura, manejo y recoleccibn de muestras se
realizaron de acuerdo con las pautas de la en la Guia de Utilizacion de Aves
silvestres para la investigacion bajo la Ley General de Vida Silvestre, SEMARNAT,
y con el permiso de captura FAUT-0250, Direccion General de Vida Silvestre

SEMARNAT.

3.- Caracterizacion de las comunidades de aves

Mediante el analisis de la riqueza y la abundancia relativa de especies se
caracterizaron las comunidades de aves en cada localidad. Se utiliz6 una

adaptacién del protocolo propuesto por Chao y Jost, 2012, el cual emplea unidades
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de numero efectivo de especies. Este método implica la interpolacion vy
extrapolacion de las estimaciones a partir de curvas de rarefaccién de la diversidad
en funcién de la cobertura de muestreo (Cn = porcentaje de individuos totales
muestreados en la comunidad), obteniendo componentes de la diversidad de
diferentes o6rdenes: Diversidad de orden 0 (q=0; Riqueza especifica), diversidad de
orden 1 (g=1; Exponencial del indice de Shannon) y diversidad de orden 2 (q=2;
Inverso del indice de Simpson). El analisis se realizé utilizando el software iINEXT
(iNterpolation and EXTrapolation Online software, version 2024) de (Chao, Gotelli

and Hsieh, 2016).

La riqueza especifica, también denominada diversidad de orden 0 (q=0), representa
el numero total de especies presentes en la comunidad sin considerar su
abundancia relativa. Adicionalmente, la metodologia propuesta por Chao y Jost,
(2012) permite inferir la riqueza estimada con una Cn cercana al 100%, permitiendo
estimar el porcentaje de especies detectadas en la comunidad (completitud de

muestreo) a partir de la siguiente formula:

Completitud de muestreo = Riqueza observada/riqueza estimada

La diversidad de orden 1, también conocida como el exponencial del indice de
Shannon (g=1), integra tanto la riqueza como la abundancia en términos de equidad
en la distribucién de especies, proporcionando una medida del numero efectivo de
especies igualmente abundantes. Este indice permite una interpretacion mas
intuitiva de la biodiversidad al evitar el sesgo hacia especies extremadamente raras

o dominantes. Para comparar la diversidad entre los distintos gradientes, se empled

36



el analisis de intervalos de confianza al 95% (IC 95%), lo que permitié evaluar la

significancia estadistica de las diferencias en la estructura de las comunidades.

Se considero que no existian diferencias significativas entre los valores estimados
si los IC 95% se superponen entre muestras, con un nivel de significancia alfa de
0.05. Por el contrario, si los IC 95% no se superponen, se concluyé que las

estimaciones difieren significativamente entre si (Cumming, 2007).

Ademas de la comparacion directa de los valores de q=1 £ IC 95%, se calculd la
magnitud de la diferencia (MD) en términos porcentuales para medir la diferencia
entre la diversidad de las cuatro comunidades. Este calculo se realizé mediante la

siguiente formula propuesta por (Cultid-Medina and Escobar, 2019).

%ﬂ/_{D — 100 — (an11:osrm2><1ﬂﬂ)

quu{'sTm 1

Para evaluar la distribucion de las abundancias de las especies que componen las
comunidades de aves de cada localidad se usé la abundancia relativa de especies,
construyendo curvas de Rango-abundancia utilizando una funcién logaritmica
natural. Este analisis se llevé a cabo con la paqueteria Biodiversity.R Ver. 2.17-1.1
(Kindt and Coe, 2005) para el software R. Adicionalmente, se emple¢ la diversidad
de orden 2 o el inverso del indice de Simpson (gq=2) para comparar
cuantitativamente los niveles de diversidad en términos de dominancia entre
localidades. Este indice otorga mayor peso a las especies mas abundantes,

permitiendo evaluar la dominancia dentro de la comunidad y proporcionando una
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medida del nUmero efectivo de especies dominantes, obteniendo un valor entre 0 e
infinito, siendo los valores mas cercanos a infinito los que indican una menor

dominancia de pocas especies en la comunidad.

4.- Determinacion del estatus reservorio

Del total de las aves capturadas, se decidio realizar el andlisis molecular para la
deteccion de Orthoflavivirus principalmente en las especies reportadas como
reservorios, ademas, se incluyeron aquellas con caracteristicas de un reservorio
pero que no tuvieran evidencia en la literatura de su funcibn como reservorios para
Orthoflavivirus, asi como las especies que no tienen evidencia del analisis de su
estatus reservorio previo en la literatura. Para ello, se realizé una busqueda en la
literatura de las especies de aves capturadas con el fin de clasificar a los individuos

muestreados de acuerdo con su estatus de reservorio, obteniendo tres categorias.

Reservorios: Aves que sostienen titulos de viremia mayores a 10° UFP/ml, y que

cumplen con las caracteristicas ecologicas descritas por Diaz et al., 2011.

Posibles reservorios: Aves con titulos de viremia menores a 10> UFP/ml pero que
cumplan con las caracteristicas ecoldgicas descritas por Diaz et al., 2011 y/o que

pertenezcan a la misma familia que una especie reconocida como reservoria.

Sin estudiar: Especies que no cuenten con registros en la literatura sobre su estatus
reservorio para los Orthoflavivirus pero que cuenten con alta abundancia y/o sean

aves migratorias.
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5. Andlisis molecular para la deteccion de Orthoflavivirus en aves silvestres
5.1 Célculo del tamafio minimo de muestra

Se realiz6 el célculo del tamafio minimo de muestra usando la siguiente formula:

Z*P(1-P)
n :T

Donde:

n = Tamafno de muestra

Z = Estadistico Z para un nivel de confianza al 95% (Z = 1.96)

P = Prevalencia estimada o conocida (P = 0.08) (Chaves et al., 2016).

d = precision, con un error del 7 % (d = 0.07)
5.2 Extraccién de &cidos nucleicos.

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el Laboratorio de Virologia de

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

Usando el equipo QIAcube Connect QIAGEN (Numero de catalogo 9002864), se
realizé la extraccién del material genético a partir de 140 ul de las muestras de
hisopado cloacal, con el kit QlAamp Viral RNA, QIAGEN ® (Numero de catalogo

52904), siguiendo el protocolo del fabricante.
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5.3 RT-PCR anidada

A partir del RNA extraido, se realizo la técnica de RT-PCR anidada en punto final
para la amplificacion de un fragmento conservado del gen NS5 para la deteccion
del género Orthoflavivirus, basado en una modificacion del protocolo reportado por

(Vazquez et al., 2012).

El protocolo se describe a continuacion:

La retrotranscripcion y la primera reaccién de sintesis se realizo utilizando el Kit
QIAGEN OneStep RT-PCR®, ajustando a un volumen final de 12.5 pl. (Tabla 2).
Como controles positivos se usé un aislado del Virus Zika donado por el Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre del ISSTE, Ciudad de México y agua libre de
nucleasas como control negativo. Las condiciones de amplificacién se muestran en
la tabla 3 y los primers utilizados, asi como como los fragmentos obtenidos en cada

reaccion se pueden observar en la tabla 4.

Tabla 2. Volimen de los reactivos para la
retrotranscripcion y primera PCR (Modificado de
Vazquez et al., 2012)

Volumen /

Reactivo ., Tabla 3. Condiciones de RT-PCR (Modificado de Vazquez et al., 2012)
Reaccién (ul) Temperatura Tiempo
QIAGEN OneStep RT-PCR 5X 2.5 - 502C 30 minutos (RT)
dNTP MIX (10mM de cada dNTP) 05 Ciclonicial " goc 15 minutos (Activacién inicial)
Primer Foward (10uM) 1.5 942C 1 minuto (Desnaturalizacién)
Primer Reverse (10uM) 1.5 40 Ciclos 54eC 4 minutos (Alineamiento)
QIAGEN OneStep Enzime Mix 0.5 72°C 1 minuto 15 segundos (Elongacidn)
Templado ARN 1.25 72°C 5 minutos (Extension final)
Agua libre de nucleasas 4.75
Volimen total de la reaccidn 12.5
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Tabla 4. Primers utilizados y tamaiio de los fragmentos obtenidos en ambas reacciones de
sintesis de la RT-PCR anidada en punto final (Modificado de Vazquez et al., 2012)

Tamaiio del fragmento

Primer Secuencia ]
obtenido
1NS5 Forward GCATCTAYAWCAYNATGGG 1111 pb
1NS5 Reverse CCANACNYNRTTCCANAC
2NS5 Forward GCNATNTGGTWYATGTGG 1019 pb
2ns5 Reverse CATRTCTTCNGTNGTCATCC

En la segunda amplificacién se obtiene un fragmento de 1019 pb. A partir del ADN,
usando el kit HotStarTaq Plus DNA Polymerase® (Numero de catalogo 203605); se
hizo una modificacion reduciendo la cantidad de cebadores a la mitad (Tabla 5),

mientras que las condiciones de amplificacion se muestran en la tabla 6.

Tabla 5. Volimen de los reactivos para la
segunda PCR (Modificado de Vazquez et al.,

2012)
Reactivo V°|"‘f"‘e"/ Tabla 6. Condiciones de RT-PCR
Reaccién (ul) (Modificado de Vazquez et al., 2012)
10 X PCR Buffer 2.5 "
15 mM MeCl2 35 Temperatura Tiempo
m .
& 952C 5 minutos (Activacidn inicial)
dNTP MIX (10mM de cada dNTP) 0.25 20 Cicl 949C i b lizacis
Primer Foward (10uM) 15 iclos ; m!nuto ( eénaturf‘:\ izacién)
Primer Reverse (10uM) 15 54°C 3 m!nutos (Alineamiento) 5
HotStarTagq Plus DNA Polymerasa 0.13 728C 1 minuto 15 segundos (Elongacién)
Producto de amplificacién de la 1 728C 10 minutos (Extension final)
primer PCR
Agua libre de nucleasas 14.62
Volumen total de la reacciéon 25

e Electroforesis

Los productos obtenidos en la segunda amplificacion se corrieron en gel de agarosa
al 2% a 100 volts durante 60 minutos. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de

100 pares de bases (Thermo Scientific GeneRuler, Numero de catalogo SM0241).
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5.4 Secuenciacion genética

A partir de los amplicones obtenidos con el tamafo esperado, se enviaron para su
purificacion y secuenciacion por el método Sanger al laboratorio Macrogen Europe
(Amsterdam) con el fin de confirmar el resultado e identificar la variante viral de

Orthoflavivirus identificada.

Las secuencias obtenidas se analizaron con datos del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnolégica (NCBI), utilizando el programa Geneious Prime Ver.

2023.2 (Yun et al., 2016; Dotmatics, 2023).
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RESULTADOS

1.- Caracterizacion de las comunidades de aves silvestres
Riqueza especifica

Se registraron un total de 424 aves distribuidas en los cuatro gradientes de uso de

suelo pertenecientes a 10 6rdenes, 24 familias, 62 géneros y 72 especies.

En el gradiente Diversificado (D) se registré la mayor riqueza con 43 especies y tuvo
una abundancia absoluta de 123 individuos (Cobertura de muestreo (Cn) =80.55%),
mientras que en el gradiente Conservado (C) y Rural de manejo intensivo (RI) se
registraron 35 y 27 especies con abundancias de 110 y 118 individuos
respectivamente (Cn= (C) 81.02%, (RI) 89.94%), por Gltimo, el gradiente Urbano (U)

tuvo una riqueza de 20 especies y un registro de 73 individuos (Cn= 87.82%).
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Fig 9. Curvas de rarefaccion del numero efectivo de especies (q=0) construida con base en el nimero
de individuos y su cobertura de muestreo durante la temporada seca (junio-agosto 2022) y
temporada de lluvias (abril-mayo 2023), para los gradientes Conservado (C), Diversificado (D), Rural
de manejo intensivo (RI) y Urbano (U). A) Curva basada en el numero de individuos y la riqueza de
especies (q=0). B) Curva basada en el numero de individuos y la cobertura de muestreo (porcentaje
de individuos muestreados). Las curvas fueron extrapoladas hasta la abundancia total de 146
individuos. Las figuras se muestran en el formato que ofrece iINEXT: una porcion interpolada u
observada de la curva; un punto que marca la riqueza observada en cada gradiente, y una porcién
de la curva extrapolada a partir de la maxima riqueza y abundancia observadas en cada gradiente.
Las bandas entorno a las curvas corresponden a los IC 95%.

En cuanto a la completitud del muestreo se obtuvo en el gradiente Diversificado un
45.26%, seguido del gradiente Conservado con 45.25% vy el gradiente Urbano (U)
con 68.97%, el gradiente que tuvo una mayor completitud fue el gradiente Rural de
manejo intensivo (RI) con 77.14%, los datos de completitud, asi como de cobertura
de muestreo se pueden observar en la Tabla 7.

Tabla 7. Medidas de evaluacion del muestreo por cada gradiente de uso de

suelo (g=0=Riqueza, Cn=Cobertura de muestreo)
Gradiente g=0 Observada g=0 Estimada Completitud Cn

Conservado 35 64 54.69% 81.03%
Diversificado 43 95 45.26% 80.55%
Rural-Intensivo 27 35 77.14% 89.95%
Urbano 20 29 68.97% 87.82%
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Para realizar la comparaciéon de la diversidad se utilizaron los datos bajo una
cobertura de muestreo similar aproximada al 82%, en donde se extrapolan los datos
de los gradientes Conservado y Diversificado y se interpolan los datos de los
gradientes Rural de manejo intensivo y Urbano Fig. 10. Se aprecia una diferencia
significativa entre la diversidad del gradiente Diversificado con el Rural de manejo
intensivo y el Urbano, pero no asi con el Conservado, ademas entre estos ultimos

tres no existidé una diferencia significativa entre su diversidad.
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Fig 10. Comparacion de la diversidad de especies (q1) de aves silvestres en los cuatro gradientes
de muestreo durante la temporada seca (junio-agosto 2022) y temporada de lluvias (abril-mayo
2023). La comparacion entre gradientes se representa con una linea que los conecta, los gradientes
que tuvieron una diferencia significativa entre su diversidad (q=1) presentan un asterisco (*) sobre la
linea de comparacion.
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A pesar de no existir diferencias significativas entre los demas gradientes, la
magnitud de la diferencia (MD) difirié entre las estimaciones de diversidad (q=0 £ IC
95%) de los cuatro gradientes, el analisis de la MD sugiere que el gradiente
Conservado (C) present6 una riqueza alrededor del 36% menor a la del gradiente
diversificado (D), y aproximadamente 40% mayor a la registrada en el gradiente
Rural de manejo intensivo (RI) y el gradiente Urbano (U) (C vs Rl =46.63%, C vs U
= 41.39%) aun sin presentar una diferencia significativa. Por el otro lado existe una
MD menor al 10% entre el gradiente Rural de manejo intensivo (RI) y el gradiente

Urbano (U) (Rl vs U = 8.94%).

Abundancia relativa

Se realizaron curvas de rango abundancia para analizar la abundancia relativa en

cada gradiente. En la figura 11 se pueden observar las curvas resultantes.

De manera cualitativa se puede analizar las diferencias en las pendientes de cada
grafica, al existir una relacién inversa entre la equitatividad de las comunidades y la
pendiente. Ademas del analisis cualitativo de las curvas de rango abundancia se
usaron los valores obtenidos de la diversidad de orden 2 (q = 2) que corresponde
con el inverso del indice de Simpson. Bajo esos dos criterios se observa que la
comunidad con mayor dominancia de pocas especies es la del gradiente Rural de
Manejo intensivo ((q = 2) 6.15), siendo que dos especies, Columbina talpacoti y
Turdus Grayi, representan aproximadamente el 50% de todos los individuos

registrados, lo que indica una dominancia de estas especies en la comunidad.
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Fig. 11 Curvas de rango abundancia de las comunidades de aves en cada gradiente de muestreo
durante la temporada seca (junio-agosto 2022) y temporada de lluvias (abril-mayo 2023). Las
especies consideradas como reservorias para Orthoflavivirus se encuentran resaltadas en color rojo,
aquellas consideradas posibles reservorias estan resaltadas en color verde. El inverso del indice de
Simpson (Diversidad de orden 2 q = 2) se muestra en rectangulos para cada comunidad.

Por otro lado, los gradientes Conservado y Urbano exhibieron una distribucion de la
abundancia similar ((q = 2) 11.2 y 8.55 respectivamente). En estas comunidades,
cuatro especies (C: Arremonops rufivirgatus, Cyanocompsa parellina, Icterus
cucullatus, Melanoptila glabrirostris; U: Quiscalus mexicanus, Melanerpes aurifrons,
Turdus grayi, Amazilia rutila) albergaban un poco mas del 50% de los individuos

totales.
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Finalmente, el gradiente Diversificado mostrd la menor dominancia ((q = 2) 20.66)
esto indica que, en esta comunidad, la distribucion de la abundancia entre las
especies es mas uniforme, con una menor dominancia por parte de unas pocas

especies.

De igual forma se grafico la abundancia relativa de reservorios y posibles
reservorios de las comunidades. De las 73 especies analizadas, 23 son

consideradas reservorias y/o posibles reservorias.

Los resultados de la abundancia relativa por localidad se pueden ver en la Figura
12. La comunidad de aves de la localidad del gradiente Urbano muestra una mayor
abundancia relativa de reservorios, seguida de la comunidad Conservado, Rural de

manejo intensivo y finalmente Diversificado.
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Fig. 12 Abundancia relativa de los individuos considerados reservorios y no reservorios por gradiente
uso de suelo durante la temporada seca (junio-agosto 2022) y temporada de lluvias (abril-mayo
2023).



2.- Determinacion del estatus reservorio

De los individuos registrados, 280 fueron clasificados de acuerdo con los criterios
establecidos en tres categorias: reservorios confirmados (156 individuos), posibles
reservorios (104 individuos) e individuos sin estudios previos sobre su estatus como
reservorios (20 individuos). Dentro de las 14 especies identificadas como
reservorios confirmados, 13 pertenecieron al orden Passeriformes mientras que
Glaucidium brasilianum fue la Unica especie clasificada en esta categoria dentro del

orden Strigiformes.

En cuanto a las 10 especies consideradas como posibles reservorios 7
pertenecieron al orden Passeriformes, mientras que 3 correspondieron al orden de

los Columbiformes.

Por otro lado, se identificaron 13 especies sin antecedentes documentados sobre
su papel como reservorios de Orthoflavivirus. Todas ellas pertenecieron al orden
Passeriformes y, a diferencia de las especies clasificadas en las categorias previas,
se caracterizaron por presentar habitos migratorios. Un resumen detallado de la

clasificacion y las especies identificadas se puede observar en la tabla 8.
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Tabla 8. Resimen de las especies analizadas por PCR para la deteccion de Orthoflavivirus , se muestran las especies analizadas y su
respectivo nimero de muestras por gradiente

Orden Familia Especie Estatus reservorio Estacionalidad
Cardinalidae Habia fuscicauda Reservorio (Owen, 2012) Se reproduce, residente permanente
Corvidae Cyanocorax yncas Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Cyanocorax yucatanicus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Amblycercus holosericeus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Icterus autarus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
|cteridae Icterus cucullatus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Passeriformes Icterus gularis Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Molothrus aeneus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Quiscalus mexicanus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Mimidae Dumetella carolinensis Reservorio (Dusek, 2009) Residente de invierno
Mimus gilvus Reservorio (Dusek, 2009) Se reproduce, residente permanente
Passerellidae  Arremonops rufivirgatus Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Turdidae Turdus grayi Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Strigiformes Strigidae Glaucidium brasilianum Reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Cardinalis cardinalis Posible reservorio (Owen, 2012) Se reproduce, residente permanente
Cardinalidae Cyanocompsa parellina  Posible reservorio (Owen, 2012) Se reproduce, residente permanente
Passeriformes Passerina caerulea Posible reservorio (Owen, 2012) Residente de invierno
Passerina cyanea Posible reservorio (Owen, 2012) Residente de invierno
Icteridae Dives dives Posible reservorio (Tolsa, 2018) Se reproduce, residente permanente
Mimidae Melanoptila glabrirostris  Posible reservorio (Dusek, 2009) Se reproduce, residente permanente
Mimus polyglottos Posible reservorio (Dusek, 2009) Se reproduce, residente permanente
Columbina minuta Posible reservorio Se reproduce, residente permanente
Columbiformes Columbidae Columbina passerina Posible reservorio Se reproduce, residente permanente
Columbina talpacoti* Posible reservorio Se reproduce, residente permanente
Hirundinidae Hirundo rustica Sin estudiar Transeunte
Stelgidopteryx serripennis Sin estudiar Residente de invierno
Geothlypis formosa Sin estudiar Residente de invierno
Parkesia motacilla Sin estudiar Transeunte/poblacion pequefia en invierno
Parulidae Protonotaria citrea Sin estudiar Transeunte/poblacion pequefia en invierno
Setophaga petechia Sin estudiar Residente de invierno
Passeriformes Setophaga ruticilla Sin estudiar Residente de invierno
Cyclarhis gujanensis Sin estudiar Se reproduce, residente permanente
Vireo griseus Sin estudiar Residente de invierno
Vireonidae Vireo olivaceus Sin estudiar Transeunte/poblacion pequefia en invierno
Vireo pallens Sin estudiar Se reproduce, residente permanente
Vireo philadelphicus Sin estudiar Residente de invierno
Vireo sp Sin estudiar Variable

2. Deteccion molecular de Orthoflavivirus

Del total de las 424 aves registradas, se analizaron un total de 280 muestras de
hisopados cloacales de aves pertenecientes a los cuatro gradientes de uso de suelo,
clasificadas como: reservorios, posibles reservorios o individuos sin analisis

registrado en la literatura, mediante la técnica de RT-PCR anidada en punto final.
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Basado en el calculo del tamanio minimo de muestra, se seleccionaron al menos 58
muestras por gradiente exceptuando el urbano, en donde solamente se contaban
con 39 muestras pertenecientes a individuos reservorios, posibles reservorios o
individuos sin analisis de su estatus reservorio en la literatura. Para el resto de los
gradientes, se analizaron el numero minimo de muestras y, adicionalmente, aquellas

muestras excedentes disponibles (Tabla 9.)

Tabla 9. Numero de muestras analizadas por cada categoria de gradiente y su
estatus reservorio

Habitat Reservorios Posibles reservorios Sin estudiar  Total
Conservado 49 30 7 86
Diversificado 32 20 9 61

Rural de manejo intensivo 38 52 4 94

Urbano 37 2 0 39

Como resultado de la segunda reaccion de sintesis solamente una muestra
presentd banda con el peso molecular aproximado de 1019 pb (sugerente a la
presencia de Orthoflavivirus) (Fig. 13), perteneciente a la especie Columbina
talpacoti (TMA236). Las caracteristicas ecolégicas de esta especie se pueden

observar en la tabla 8, seflalizada con un asterisco.

Fig. 13 Gel de agarosa al 2%, el marcador de peso molecular de 100 pb se puede observar en la
ultima banda, a la izquierda se muestran el control negativo (CN) y el control positivo (ZV). a) Se
observa la muestra positiva (TMA236) con un peso molecular de 1019 pb. b) Gel con la muestra
positiva (COA627) con un peso molecular de 1019 pb).
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3.Secuenciacién genética

El amplicon de la muestra (TMA236) asi como el control positivo (Zika Virus) fue
enviado para su secuenciacion genética al laboratorio Macrogen Europe

(Amsterdam).

La secuencia obtenida de la muestra (TMA236) y el control positivo fueron
analizados mediante un alineamiento local de nucleétidos con la herramienta en
linea BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI Los resultados indicaron
que se comparte el 100 % de identidad con la secuencia de referencia de (Ref.Num

KX377337) Zika Virus reportada.

Asi mismo se realizd un alineamiento entre las secuencias para descartar
contaminacién. Los resultados indicaron un porcentaje de identidad entre un

99.09% y 100%, confirmandose asi que se trataba de la misma secuencia (Fig 14 y

15).

9,720 9,730 9,740 9,750 9,760
Consensus - TR - AR - AlAT AAAA TTA AA ACACACAA A T _AAACCC
identity e e
C& 1. KX377337 GGUUCUUGAAUGAUAUGGGAAAAGUUAGGAAGGACACACAAGAGUGGAAACCC
[+ 2. ZIKA_CONTROL GGTTCTTGAATGATATGGGAAAAGT TAGGAAGGACACACAAGAGTGGAAACCC
[+ 3.SEQ_236 GGTTCTTGAATGATATGGGAGAAGTTAGGAAGGACACACAAGAGTGGAAACCC

Fig. 14. Alineamiento de las secuencias genéticas de la muestra positiva (SEQ_236), el control
positivo (ZIKA_CONTROL) y la secuencia de referencia (KX377337) del virus Zika obtenidas con el
programa Geneious Pime Ver.2023.2. Se puede observar la alta similitud que existe entre la muestra
analizada y el control positivo.
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KX377337 ZIKA_CONT... SEQ_236
KX377337 100%
ZIKA_CONTROL 100%

SEQ_236 99.09% 99.09%
SEQ_627 99.88% 100% 99.09%

Fig. 15. Matriz de distancia obtenida a partir del alineamiento de las secuencias de la muestra positiva
(SEQ_236) el control positivo (ZIKA_CONTROL) y una secuencia de referencia (KX377337)
obtenidas con el programa Geneious Pime Ver.2023.2. Se muestran los porcentajes de identidad
entre cada una de las secuencias obtenidas.

Debido a estos resultados, se sospechd de una contaminacién del control positivo
a la muestra durante el procesamiento en el laboratorio. Por lo que el analisis se
realizd nuevamente, iniciando desde la extraccion del material genético a partir del
lote de muestras correspondiente a la corrida en la que se detectd el falso positivo.
Tal como se observa en la Fig. 16 en esta repeticion del analisis no se obtuvieron
muestras con bandas en el peso molecular esperado para Orthoflavivirus tras la

segunda reaccion de sintesis.

Fig. 16 Gel de agarosa al 2%. El marcador de peso molecular de 100 pb se puede observar en la
ultima banda, a la izquierda se muestran el control negativo (CN) y el control positivo (ZV). a) Se
sefala con una flecha la muestra falsa positiva (TMA236) sin presentar bandas en esta ocasion.
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DISCUSION

Este estudio analiza en el contexto de la creciente incidencia de enfermedades
infecciosas emergentes y reemergentes, impulsadas en gran medida por cambios
antropogénicos (Murray and Daszak, 2013). La busqueda de Orthoflavivirus en aves
silvestre en el estado de Yucatan aporta informacion sobre la dinamica de
circulacion de estos virus en la region, analizando el papel que desempeia el
paisaje y principalmente el uso de suelo sobre la abundancia y riqueza de especies
que pueden servir como hospederos de patdogenos zoonoticos, principalmente en
zonas y comunidades que presentan cambios en el uso de suelo y en las que no se

ha explorado la circulacion de estos virus en las comunidades bidticas.

De acuerdo con los resultados, en los cuatro gradientes de estudio (Conservado,
Diversificado, Rural de Manejo intensivo y Urbano), se observo una variabilidad en
la riqueza de especies y su abundancia. Los gradientes Conservado y Diversificado
mostraron mayor riqueza especifica y abundancia relativa, mientras que el rural de
manejo intensivo y el urbano registraron los valores mas bajos en ambos
parametros de la diversidad. El contraste que se observa entre la alta riqueza y
equitatividad de especies en los gradientes Conservado y Diversificado en
comparacion con la baja riqueza y alta dominancia de especies consideradas como
susceptibles a los Orthoflavivirus en los gradientes rural de manejo intensivo y
urbano destaca los efectos del cambio de uso de suelo sobre la estructura de las
comunidades de aves. Estos hallazgos coinciden con estudios previos que

documentan como la pérdida de areas naturales, derivada de la urbanizacion y la
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agricultura, reduce la diversidad biologica y altera la estructura de las comunidades
tal y como se observa en los gradientes Rural de manejo intensivo y Urbano que en
comparacion con los gradientes Conservado y Diversificado, cuentan con un mayor
porcentaje de vegetacion inducida y asentamientos urbanos (Murray and Daszak,

2013; Keesing and Ostfeld, 2021; Platto et al., 2021).

A partir de la clasificacién de las especies de acuerdo con su estatus reservorio para
Orthoflavivirus se observd que el mayor registro de individuos considerados como
reservorios se obtuvo en el gradiente Urbano, lo cual remarca la capacidad de estas
aves (principalmente Passeriformes) de adaptarse y agregarse en estos entornos,
aumentando el riesgo de transmisidn a humanos en las zonas urbanas o
periurbanas (Bradley, Gibbs and Altizer, 2008; Keesing et al., 2010; Tavares et al.,

2024).

Por otro lado, a pesar de la alta riqueza y abundancia de especies en la comunidad
del gradiente Conservado, se observo una elevada abundancia de especies
reservorias de Orthoflavivirus. Estos resultados destacan la relevancia de estos
ambientes en la ecologia y mantenimiento de posibles reservorios de
Orthoflavivirus. En este contexto, las alteraciones en la estructura de las
comunidades de aves en este gradiente Conservado podrian influir en la dinamica
de interaccion patégeno-vector-hospedero, afectando asi la circulacion viral en la

zona (Keesing et al., 2010; Ostfeld and Keesing, 2012; Keesing and Ostfeld, 2021).

Mediante el analisis de RT-PCR anidada se obtuvo una muestra considerada como
sospechosa, perteneciente a Columbina Talpacoti una especie residente

permanente y considerada en este estudio como un posible reservorio de
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Orthoflavivirus de acuerdo con la clasificacion realizada. Al repetir el analisis no se
comprobd la presencia del material genético de los Orthoflavivirus, impidiendo
cumplir con el tercer objetivo especifico de este estudio. Sin embargo, la falta de
individuos positivos a la presencia de Orthoflavivirus, en este estudio, puede
deberse, tal y como lo describe Tavares et al. (2024), a cuestiones como la
estructuracion de la comunidad de hospederos, la densidad de mosquitos
portadores del virus y los factores abidticos del ambiente. Ezenwa et al. (2006),
describe una correlacidén negativa entre la riqueza de especies no Passeriformes y
la prevalencia de Orthoflavivirus en mosquitos y humanos, en este estudio, si bien
la mayoria de especies muestreadas pertenecen a este orden, se observo que
aquellas identificadas en la literatura como no reservorios competentes fueron mas
abundantes en los cuatro gradientes analizados en comparacion con las especies
reconocidas como reservorios competentes. Este hallazgo sugiere una reduccion
en la tasa de contacto entre los vectores y los reservorios competentes, lo que
podria contribuir a una baja circulacion de Orthoflavivirus en las areas muestreadas,
consistente con el efecto de dilucidn, descrito en otros sistemas ecoldgicos (Civitello
etal., 2015; Keesing and Ostfeld, 2021) . No obstante, para establecer correlaciones
mas robustas, es fundamental continuar con el muestreo de aves en la regién y
aumentar el porcentaje de completitud, de manera que se incluyan la mayoria de
las especies presentes. En este estudio, la completitud del muestreo oscilé entre el
40% vy el 70%, por lo que idealmente en estudios futuros es alcanzar al menos el

80% de representacion de las especies de aves.
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De acuerdo con algunos autores, otros factores que podrian explicar la ausencia de
deteccion del género viral buscado, son los aspectos particulares de los vectores,
la posible inmunidad adquirida en las poblaciones de aves residentes, asi como las
limitaciones asociadas a la deteccion molecular, incluyendo la ventana de deteccién
del virus en las muestras analizadas (Ezenwa et al., 2007; Casades-Marti et al.,
2023). Dentro de las propiedades de los vectores que influyen en la prevalencia de
Orthoflavivirus en las aves se encuentra la densidad de mosquitos y la prevalencia
viral en estos (Ezenwa et al., 2006; Ferraguti et al., 2021). La densidad de los
mosquitos influye fuertemente en la tasa de interaccién entre hospedero-vector,
siendo asi que en ambientes donde la tasa de interaccion entre vectores y
reservorios es elevada, a pesar de contar con una alta diversidad y riqueza de aves,
la transmisién de Orthoflavivirus se puede mantener activa y la prevalencia de las
enfermedades aumentar, de manera contraria si la tasa de interaccion es baja,
aunque exista una baja riqueza y abundancia de aves (como en las localidades de
los gradientes Rural de manejo intensivo y Urbano) se veran reducidas las
oportunidades de transmision (Komar et al., 2003; Deardorff et al., 2006; Ferraguti
et al.,, 2021). En el trabajo realizado por Garcia-Suarez et al. (2024) se puede
observar la variabilidad en la densidad de mosquitos en el estado de Yucatan a lo
largo del afio, siendo los meses entre noviembre y mayo la temporada que cuenta
con una baja densidad de vectores, lo que podria reducir la tasa de interaccion entre
reservorios y vectores durante la época de secas, sin embargo, en la época de
lluvias la densidad de mosquitos es mayor. Debido a estas variaciones, es
importante considerar en estudios posteriores en la region, los factores asociados a

los vectores que modifiquen la tasa de interaccion entre reservorios-vector-
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patdogeno con el fin de comprender de manera integral la dinamica de los

Orthoflavivirus en Yucatan (Chao & Jost, 2012; Ferraguti et al., 2021).

La inmunidad adquirida por la exposicion previa a Orthoflavivirus nativos en la regiéon
es un factor relevante que puede afectar los resultados de deteccidon mediante
métodos moleculares en las comunidades de aves (Ahlers and Goodman, 2018).
Aunque este efecto ha sido mejor descrito entre virus del mismo serogrupo como el
Virus del Oeste del Nilo y el Virus de la Encefalitis Japonesa, estudios
experimentales también han documentado proteccion cruzada contra el Virus del
Oeste del Nilo en individuos previamente expuestos a otros Orthoflavivirus como el
Zika Virus (Vazquez-Calvo et al., 2017) . Esta evidencia subraya la importancia de
complementar los analisis en la region con estudios serolégicos, con el fin de
evaluar si existe una inmunidad especifica contra virus como el Virus del Oeste del
Nilo, el Virus de la Encefalitis de San Luis o inmunidad cruzada por la previa

exposicion de otros Orthoflavivirus como el Zika.

Dentro de los factores asociados a la metodologia de deteccion, la ausencia de
Orthoflavivirus circulantes en las localidades durante el tiempo de muestreo podria
explicarse por dos cuestiones generales. En primer lugar, se puede considerar la
temporalidad en la circulacion de Orthoflavivirus, si bien se efectuaron muestreos
en dos épocas diferentes del afio (temporada de lluvias y secas) el tiempo del
muestreo en relacion con el resto del afo representa solo una pequena fraccion del

periodo en el que podria detectarse algun virus.

El tamafo de muestra es otro factor fundamental a considerar. Para su calculo se
establecié un margen de error del 7% con el fin de obtener un tamafio minimo de
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muestra alcanzable, manteniendo un intervalo de confianza al 95% vy utilizando la
prevalencia reportada por Chaves et al. (2016), resultando en 58 muestras por
gradiente de estudio. Aunque este numero podria haber sido aplicado a cada
especie para aumentar la probabilidad de deteccidn, la abundancia de aves en las
zonas muestreadas no lo permitié. Asi mismo al ajustar la férmula con un margen
de error del 5%, el tamafio minimo de muestra obtenido asciende a 110, sin
embargo, la seleccion de este tamano de muestra por especie resulta inviable,
debido a que ninguna cuenta con esa abundancia absoluta en las localidades de
muestreo, considerar este numero por gradiente es posible, sin embargo, se
incluirian especies no reservorias de Orthoflavivirus y con baja importancia en su
ciclo de transmision. Los muestreos realizados alcanzaron una cobertura de
muestreo superior al 80%, bajo este contexto se ha garantizado la representacién
de las especies mas abundantes y con mayor participacion en la transmision de
Orthoflavivirus en cada gradiente, un aumento en la cantidad de individuos
analizados solo anadiria aquellos pertenecientes a especies poco comunes y con

menor relevancia en el ciclo de transmision de Orthoflavivirus.

Adicional a lo anterior, la técnica de PCR, aunque es altamente sensible, presenta
una ventana de deteccidén limitada. Considerando la patogénesis de las
enfermedades ocasionadas por Orthoflavivirus transmitidos por mosquitos del clado
Culex, el periodo de viremia durante el cual el virus puede ser detectado mediante
métodos moleculares es de entre 10 y 12 dias; en otros estudios se ha observado
que la excrecion viral por medio de secreciones cloacales puede continuar entre 5-

7 dias posterior al periodo de viremia, lo que resulta en una ventana de deteccion
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promedio de 15-19 dias postinfeccion (Komar et al., 2003). Por lo que se propone
que para evaluar con mayor precision la situacion de la circulacion de Orthoflavivirus
en estas comunidades, es necesario complementar el analisis mediante estudios
seroldgicos que permitan determinar si las aves han estado en contacto con estos

patogenos.

La ausencia de la presencia del material genético de Orthoflavivirus mediante la
deteccidon molecular en este estudio contrasta con reportes previos que han
identificado Orthoflavivirus como el Virus del Oeste del Nilo (VON) y el Virus de la
Encefalitis de San Luis (VESL) en aves de la region de la peninsula de Yucatan
mediante serologia y PCR (Farfan-Ale et al., 2004; Chaves et al., 2016). Sin
embargo, dichos estudios no incluyen estrategias de secuenciacidon gendémica, lo

que podria limitar la confirmacion de la identidad del Orthoflavivirus circulante.

Los resultados falsos positivos bajo esta y otras técnicas son un factor comun a
considerar. La técnica de PCR anidada realiza una doble amplificacion de los
productos de ADN aumentando la sensibilidad y especificidad, sin embargo, el
riesgo de contaminacion en la manipulacion es mayor, por ello es crucial emplear
herramientas de confirmacion con el propdsito de evitar falsos positivos (Borst, Box

and Fluit, 2004; Shen, 2019)

El resultado falso positivo fue confirmado mediante la secuenciacion de los
amplicones obtenidos con lo que se reiterd la contaminacion con el control positivo
durante el procesamiento. Se repitid el procesamiento verificando las medidas de
bioseguridad y el manejo de los controles positivos, resultando en negativos por
PCR.

60



A pesar de que no se detectd la presencia de Orthoflavivirus en las muestras
analizadas, este estudio aporta informacion valiosa sobre la estructura de las
comunidades de aves en diferentes gradientes de uso de suelo en Yucatan,
destacando cémo la pérdida de biodiversidad y la transformacion del paisaje
influyen en la dinamica de enfermedades zoondticas. La presencia de especies
reservorias en areas conservadas y su adaptacion a entornos alterados subraya la
importancia de mantener las dinamicas en los ecosistemas y del monitoreo continuo
de la circulacion viral. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de implementar
practicas agropecuarias sostenibles y estrategias de conservaciéon que mitiguen el
riesgo de brotes, protegiendo tan la salud humana como la biodiversidad local

(Bradley, Gibbs and Altizer, 2008; Casades-Marti et al., 2023).
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CONCLUSIONES

El creciente interés socioecondmico en la peninsula de Yucatan ha provocado un
cambio drastico de los ambientes naturales en areas destinadas al
aprovechamiento agropecuario y al desarrollo urbano, esta tendencia, acorde al
patron nacional, probablemente continuara en aumento. Los resultados obtenidos
confirman que el tipo de uso de suelo influye significativamente en la estructura de
las comunidades de aves y en la prevalencia de Orthoflavivirus en Yucatan. Se
demostraron los efectos del creciente cambio en el uso de suelo en el estado de
Yucatan sobre la estructura de las comunidades de aves, reflejado en la disminucion
en la diversidad conforme se reduce la vegetacion nativa y aumenta la densidad
poblacional humana. Los resultados observados, particularmente del gradiente
diversificado, sugieren que es posible el aprovechamiento de areas naturales y el
paisaje sin reducir significativamente la diversidad de especies silvestres a través
de la conservacion parcial de las areas naturales (40% de vegetacién nativa),
reduciendo el impacto de la pérdida de la biodiversidad en la emergencia y

reemergencia de enfermedades zoondticas.

Aunque no se detectaron Orthoflavivirus en los individuos muestreados, la
presencia de aves que actiuan como reservorios o posibles reservorios, asi como
los cambios en su abundancia y riqueza en respuesta a la modificacion del paisaje,
resaltan la importancia de reducir las alteraciones abruptas en el entorno y seguir
con los monitoreos tanto de agentes infecciosos como de los hospederos. Asi

mismo, subrayan la necesidad de continuar con el monitoreo de Orthoflavivirus de
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manera longitudinal a lo largo del afio en la region y completar estos analisis con
estudios serologicos para tener una perspectiva integral de la situacion de estos
virus, con el fin de prevenir posibles y establecer estrategias de accion inmediata en
respuesta a un incremento en la incidencia de enfermedades ocasionadas por

Orthoflavivirus en la poblacién humana.
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