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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue estudiar la presencia de flavivirus en
roedores de Yucatan, México, mediante una prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR), en su variante semi-anidada. Se capturaron 90 roedores (87 Rattus rattus, dos
Heteromys gaumeri'y un Mus musculus) y se les recolectd una muestra de sangre. Las 90
muestras de suero resultantes fueron agrupadas en 30 triadas (pooles). La PCR semi-
anidada arroj6 una frecuencia de positividad del 33.3% (10/30).
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The aim of this investigation was to study the presence of flaviviruses in rodents
from Yucatan, Mexico, by the Polymerase Chain Reaction (PCR) in the semi-nested variant.
Ninety rodents were captured (87 Rattus rattus, two Heteromys gaumeri and one Mus
musculus), and blood samples were collected. The resulting serum samples were grouped
into 30 triads (pools). The semi-nested PCR yielded a positivity frequency of 33.3%
(10/30).
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INTRODUCCION

Los arbovirus (del inglés arthropod-
borne viruses) son responsables de cerca
del 23% de las enfermedades emergentes
zoonoticas a nivel mundial. Dentro de estos
virus, los cuales son exclusivamente transmi-
tidos por la picadura de insectos hematofagos
como mosquitos, garrapatas, pulgas, piojos,
etc., se encuentran diversas especies perte-
necientes al género Flavivirus, como el vi-
rus Dengue (DENYV), el virus Zika (ZIKV),
el virus de la Fiebre Amarilla (YFV) y el vi-
rus de la Fiebre Japonesa (JFV), entre otros
(Jones et al., 2008).

El género Flavivirus pertenece a la fa-
milia Flaviviridae y engloba a un conjunto de
virus que comparten un genoma ARN lineal
de cadena sencilla y polaridad positiva, con
una longitud de 9.5 a 12.3 kilobases. Este
género contiene mas de 40 virus patogénicos,
a los cuales se asocian miles de centenas de
muertes en seres humanos y animales a nivel
mundial (Yan-Jang et a/., 2014).

Los roedores son reservorios u hospe-
deros de numerosos patdogenos zoondticos,
entre ellos distintos flavivirus (Mansfield et
al.,2009). Su importancia epidemiologica ra-
dica en su alta tasa reproductiva y su rapida
adaptacion a habitats de amplias areas tropi-
cales y templadas, logrando introducir diver-
sos patdgenos a los ciclos de transmision ur-
banos, expandiendo considerablemente ¢l area
endémica de muchas enfermedades infeccio-
sas (Meerburg et al., 2009). Los roedores
también representan una fuente importante
de alimentacion para insectos vectores, prin-
cipalmente mosquitos y ectoparasitos.

En Yucatan, México, las especies de
roedores mas abundantes en ambientes do-
mésticos y peridomésticos son el raton do-
méstico (Mus musculus) y la rata negra
(Rattus rattus) (Panti-May et al., 2012,
2016). Asimismo, estos roedores pueden
interactuar con especies nativas (por ejem-
plo, Heteromys gaumeri y Ototylomys
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phyllotis) que abundan en localidades rura-
les o suburbanas, y que han sido identifica-
das en estudios recientes en entornos
peridomésticos y domésticos (Panti-May et
al., 2015; Zaragoza-Quintana et al., 2016).

Un par de investigaciones serologicas y
moleculares han evidenciado la exposicion a
distintos flavivirus en roedores sinantropicos
M. musculus y R. rattus capturados en la
ciudad de Mérida, Yucatan, México
(Machain-Williams, 2015; Cigarroa-Toledo et
al.,2016). Es por ello que el presente estudio
involucra, ademas de individuos capturados
en ambientes urbanos, a roedores captura-
dos en comunidades rurales y en un ambien-
te semi-conservado. El objetivo de la presen-
te investigacion fue estudiar la circulacion de
Flavivirus en muestras séricas de roedores
sinantropicos y silvestres, capturados en
Yucatan, a través de una prueba de Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en
su variante semi-anidada y contribuir en el
conocimiento del ciclo epidemiologico de los
flavivirus en la region.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de Estudio y Captura

La captura de roedores se realizo en los
barrios de Plan de Ayala Sur (PAS) y San
José Tecoh (SJT), pertenecientes a la ciudad
de Mérida (20°58°04’N, 89°37°18”0), los
municipios rurales de Opichén (20°32°59°N,
89°51°25”°0) y Tixméhuac (20°14°07”,
89°06°30°0), y el Rancho Hobonil, el cual
corresponde al municipio de Tzucacab
(20°01°38”N, 89°00°40”0). Todos los sitios
de muestreo se encuentran ubicados en el
Estado de Yucatan, México.

Los sitios de captura comparten una
temperatura promedio anual de 26-27 °C.
Asimismo, en SJT, PAS, Opichén y
Tixméhuac, se observan distintos grados de
pobreza y grandes cantidades de desechos
organicos e inorganicos en las calles y patios
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de las casas. En Mérida, el uso del suelo se
da principalmente para asentamientos urba-
nos, contrario a lo que sucede en Opichén,
Tixméhuac y el Rancho Hobonil, donde la
mayoria del terreno se utiliza para ganaderia
y agricultura (INEGI, 2015).

Captura y Manejo de los Roedores

La captura, manejo y sacrificio de los
individuos utilizados en el estudio se llevo a
cabo segun los lineamientos y estatutos de la
American Society of Mammalogists (ASM)
y la American Veterinary Medical
Association (AVMA), y con la autorizacion
de la Secretaria del Medio Ambiente y Re-
cursos Naturales (SEMARNAT) de México
(Licencia SGPA/DGVS/02528/13).

Los barrios SJT y PAS fueron divididos
en «manzanasy (con un area aproximada de
10 000 m?) y en cada una se escogid por
conveniencia una casa, bajo el criterio de
contar con la aprobacion de los propietarios
para participar en el estudio; resultando un
total de 30 casas por barrio. El muestreo se
realizé de mayo a octubre de 2013 (corres-
pondiente a la época de lluvias). En Opichén
y Tixméhuac se realiz6 una division de todo
el asentimiento urbano, trazando dos ejes ima-
ginarios que cruzaron por el centro de la po-
blacion, dividendo el area en cuatro cuadran-
tes, en los cuales se escogieron 50 casas por
conveniencia (se contd con la aprobacion de
los propietarios). El muestreo se condujo en
agosto y noviembre de 2013. En el rancho
Hobonil se colocaron 120 trampas Sherman
(7.5 x 23 x 9 cm; HB Sherman Traps Inc®,
Florida, EEUU) en areas de cultivo y bordes
de selva baja sub-caducifolia en recupera-
cion.

Las casas seleccionadas en PAS, SJT,
Opichén y Tixméhuac se muestrearon sema-
nalmente, durante tres noches consecutivas,
por tres semanas de cada mes. En cada casa
se colocaron seis trampas Sherman distribui-
das en el interior de la vivienda y el patio.
Las trampas eran ubicadas por las mafianas
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en lugares como armarios, cocina, bafios,
cuartos, pasillos, ademas de los sitios donde
los duefios mencionaron la presencia de roe-
dores, y en potenciales fuentes de alimento.
Las trampas fueron cebadas con una mezcla
de hojuelas de vainilla y saborizante artificial
de vainilla. Las trampas eran revisadas al dia
siguiente y aquellas que tenian capturas eran
retiradas y substituidas por una vacia y colo-
cada en el mismo sitio.

Todos los participantes del estudio fue-
ron comunicados de manera verbal el poten-
cial peligro que representaba el manipular las
trampas o los animales capturados en ellas.

Toma de Muestras

Los roedores capturados fueron trasla-
dados al Laboratorio de Parasitologia del
Campus de Ciencias Biolodgicas y
Agropecuarias (CCBA) de la Universidad
Autonoma de Yucatan (UADY). Las espe-
cies de los roedores capturados fueron iden-
tificadas por bidlogos y médicos veterinarios
zootecnistas con amplio conocimiento en pe-
quefios mamiferos de la region y bajo los cri-
terios seguidos en investigaciones previas
(Torres-Castro et al., 2014; Panti-May et al.,
2012, 2015, 2016). Se registro la edad y el
sexo (datos no mostrados). Posteriormente
se les practico la eutanasia por dislocacion
cervical, previa anestesia con pentobarbital
sodico, via intraperitoneal.

La toma de muestras se realizo durante
la anestesia del animal. Sangre completa
(aproximadamente 300 pl) se extrajo via
intracardiaca con ayuda de jeringas de insulina
de 1 ml (Terumo Medical Corporation®, To-
kio, Japon) y se depositd en criotubos sin
anticoagulante de 2 ml (Corning
Incorporated®, Nueva York, EEUU). Las
muestras se dejaron reposar a 4 °C y se re-
colect6 el sobrenadante (suero), depositan-
dose en tubos para microcentrifuga de 1.5 ml
(Eppendorf®, Hamburgo, Alemania). Las
muestras séricas fueron conservadas a -70 °C
hasta su utilizacion en la extraccion de ARN.
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Extraccion de ARN y Sintesis de ADN
Complementario

Previo a la extraccion de ARN, las
muestras se organizaron en 30 pooles, los
cuales contenian sueros de tres individuos.
Se tomaron 50 pl de cada muestra para un
volumen total de 150 ul por pool. Los sueros
provenientes de los individuos H. gaumeri
(2) y M. musculus (1) se procesaron en el
mismo pool.

El ARN se extrajo con ayuda del
QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®,
Hilden, Alemania), siguiendo las especifica-
ciones de la casa comercial. El ARN viral
extraido sirvio para la sintesis de ADN com-
plementario (cDNA), proceso que se realizo
con el kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Thermo Scientific®,
Waltham, Massachusetts, EEUU), segun el
protocolo establecido por el proveedor. Los
productos fueron conservados a -70 °C has-
ta su empleo en la deteccion molecular de
flavivirus por PCR semi-anidada.

PCR Semi-anidada

La deteccion molecular de flavivirus se
realiz6 por medio de una PCR semi-anidada
con ¢l objetivo de identificar un fragmento de
la region NS5, ampliamente conservada en
virus del género Flavivirus (Fulop et al.,
1993).

En la primera reaccion se emplearon los
cebadores cFD2 (5’-GTGTCCCAGCCGGC
GGTGTCATCAGC-3”), descrito por Kuno
(1998) y MAMD (5’-AACATGATGGGRA
ARAGRGARAA-3"), descrito por Scara-
mozzino et al. (2001). Los reactivos utiliza-
dos tuvieron las siguientes concentraciones
finales: 10X Buffer, 25 mM de MgCl,, 10 mM
de dNTP’s, 10 uM de cada cebador, 1U de
Taq polimerasa (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU) y agua, hasta com-
pletar 25 ul de volumen final. Las condicio-
nes en el termociclador fueron: desnatura-
lizacion inicial de 95 °C durante 4 min, segui-
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da de 25 ciclos con fases de 94 °C por 1 min,
53 °Cpor 1 miny 72 °C durante 1 min. La
extension final a 72 °C durante 5 min.

Para la segunda reaccion, se conservo
el cebador cFD2 y se empled el cebador
FS778 (5’-AARGGHAGYMCDGCHA-
THTGGT-3"), descrito por Scaramozzino et
al. (2001). Los reactivos empleados en esta
reaccion tuvieron las mismas concentracio-
nes que en la primera. Las condiciones en el
termociclador fueron similares, a excepcion
de la temperatura de alineamiento que en esta
reaccion fue de 54 °C. El tamaiio del amplifi-
cado final fue de 250 pb.

Todas las reacciones incluyeron un con-
trol positivo (cDNA de un cultivo de DENV,
amablemente donado por el Dr. Carlos
Machain-Williams) y un control negativo que
consistio en agua estéril.

La electroforesis de los productos de la
PCR semi-anidada se realizd en geles de
agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de etidio.
Para la visualizacién se empled un
fotodocumentador (Biorad®, California,
EEUU).

RESULTADOS

Se capturaron 90 individuos: 87 R.
rattus, dos H. gaumeri y un M. musculus.
En el Cuadro 1 se presenta las especies y el
numero de roedores capturados por sitio de
estudio. Los roedores capturados no presen-
taron signos clinicos de enfermedad a la ins-
peccion externa.

La PCR semi-anidada para la identifi-
cacion de Flavivirus, arrojé una positividad
del 33.3% (10/30) (Figura 1). Esta figura
muestra algunos de los pooles positivos para
la reaccion molecular. Todos los pooles po-
sitivos estuvieron conformados con sueros de
R. rattus. El nimero y sitio de captura de los
individuos cuyos sueros conformaron los
pooles positivos, se sintetizan en el Cuadro 2.
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Cuadro 1. Especies y numero de roedores capturados por sitio de muestreo considerado en el

estudio

Roedores capturados

Sitio de estudio Especie
N.° %
San José Tecoh Rattus rattus 23 25
Plan de Ayala Sur Rattus rattus 52 58
Tixméhuac Mus musculus 1 1
Rattus rattus 6 7
Opichén Rattus rattus 6 7
Rancho Hobonil Heteromys gaumeri 2 2
Total 90 100

Cuadro 2. Especie, numero y sitio de captura de los roedores cuyos sueros estuvieron
contenidos en los 10 pooles positivos a Flavivirus por PCR semi-anidada

o . Sueros

Sitio de muestreo Especie

N.° %
San José Tecoh Rattus rattus 9 30
Plan de Ayala Sur Rattus rattus 17 56
Tixméhuac Rattus rattus 7
Opichén Rattus rattus 7
Total 30 100

DiScUusION

Los resultados positivos de la PCR semi-
anidada comprueban la exposicion de la es-
pecie sinantropica R. rattus a virus pertene-
cientes al género Flavivirus. Machain-
Williams (2015) reportaron la circulacion de
flavivirus en muestras de 6rganos recolecta-
dos de R. rattus capturados en la ciudad de
Mérida, Yucatan, empleando la misma técni-
ca molecular. La presencia de roedores
sinantropicos positivos a flavivirus en ambien-
tes urbanos y rurales y su contacto con ani-
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males domésticos, habitantes de los sitios de
estudio, y también con insectos vectores, los
posiciona como potenciales riesgos para la
salud publica y veterinaria de la region.

Aunque las especies de mamiferos son
consideradas como hospederos o reservorios
finales de distintos flavivirus, la viremia es
usualmente de corta duracion y se mantiene
por debajo del umbral necesario para infec-
tar nuevos insectos vectores (Blitvich, 2008).
La prueba molecular empleada en el presen-
te estudio arrojo un 33.3% (10/30) de
positividad en sueros sanguineos con respec-
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Figura 1. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, mostrando algunos productos
positivos de 250 pb obtenidos en la PCR semi-anidada (C+: control positivo; C-: con-
trol negativo; pb: pares de bases; 22, 23 y 24: pooles positivos)

to a los pooles. Por otro lado, si se considera
que cada pool estuvo conformado por sue-
ros de tres roedores, se puede afirmar que,
al menos, 10 individuos eran positivos a flavi-
virus, lo que se traduce en un 11.1% (10/90)
de positividad con respecto a la muestra ori-
ginal.

Todos los pooles positivos en este es-
tudio estuvieron conformados por sueros de
R. rattus. El bajo numero de captura de ejem-
plares de M. musculus y H. gaumeri tuvo
como consecuencia que los resultados no
sean suficientes para comparar con trabajos
previos. No obstante, Machain-Williams
(2015) establecio un porcentaje de positividad
de 1.7 para la especie M. musculus. No se
encontraron reportes previos de la circula-
cion de flavivirus para la especie H. gaumeri.

Se dispone de escasas investigaciones

de flavivirus en roedores de México. En
Yucatan, ademas del estudio de Machain-
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Williams (2015). Cigarroa-Toledo et al. (2016)
reportaron 65% de prevalencia serologica en
R. rattus y 15.1% en M. musculus captura-
dos en la ciudad de Mérida. Por otra parte, la
presencia de flavivirus también ha sido evi-
denciada en otras especies de animales de la
region, como murciélagos (Machain-Williams
et al., 2013), aves (Farfan-Ale et al., 2004;
Chaves et al.,2016) y caballos (Lorofio-Pino
et al., 2003, 2010), utilizando técnicas
diagnosticas serologicas y moleculares. De
igual forma, varios flavivirus han sido identi-
ficados en numerosas especies de mosquitos
capturados en ambientes domésticos y silves-
tres (Farfan-Ale et al., 2009, 2010). Estas
investigaciones ponen en evidencia la impor-
tancia que tienen los reservorios, hospederos
y vectores en la epidemiologia de las enfer-
medades ocasionadas por flavivirus en habi-
tantes y animales domésticos de Yucatan.

En el presente estudio no se realizo la
secuenciacion de los amplicones positivos a
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la PCR semi-anidada ni el posterior analisis
de alineamiento, por lo que no fue posible
identificar la(s) especie(s) de flavivirus que
circula(n) en los individuos capturados. Tam-
bién, al no realizarse PCR individuales, no se
conoce el verdadero nimero de individuos
positivos.

CONCLUSIONES

Se determind la exposicion de la espe-
cie sinantropica R. rattus a flavivirus circu-
lantes en Yucatan, México.
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