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RESUMEN

Objetivo. Realizar una busqueda de Hantavirus y Arenavirus en pequefios roedores y establecer
su distribucion espacial en diferentes ecosistemas del municipio de Villavicencio, departamento del
Meta, Colombia. Materiales y método. Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal, entre
octubre de 2018 octubre de 2019 en zonas periurbanas y rurales del municipio de Villavicencio. Se
capturaron roedores empleando trampas tipo Sherman. La deteccidon molecular de Hantavirus se llevo
a cabo usando cebadores forward SAHN-S y reverse SAHN-C y para Arenavirus cebadores forward
GP878+ y reverse GP1126. Resultados. Un total de 50 roedores fueron capturados, el éxito de
captura fue del 1.7%. Los roedores capturados pertenecian a 3 familias y 6 especies, las familias mas
frecuentes fueron Muridae (76%) Cricetidae (22%) y Echimydae (2%). Todas las muestras resultaron
negativas para Hantavirus y Arenavirus. Conclusion. El estudio de pequefios roedores contribuye
con la vigilancia de enfermedades transmitidas por estos mamiferos que actian como reservorios.

Palabras clave: Roedores; Hantavirus; Arenavirus; Enfermedades zoondticas (Fuentes: Mesh, ICYT).
ABSTRACT

Objective. To search Hantavirus and Arenavirus in small rodents and establish their spatial distribution
in disturbed ecosystems in the municipality of Villavicencio, Meta, Colombia. Materials and method.
A descriptive cross-sectional study was carried out from October 2018 to October 2019 in periurban
and rural areas of the municipality of Villavicencio. Rodents were captured using Sherman-type
traps and molecular detection of Hantavirus and Arenavirus was carried out by Polymerase chain
Reaction technique. Results. A total of 50 rodents were captured belonged to 3 families and six
species, the Muridae (76%) with the highest number of captured individuals, Cricetidae (22%) and
Echimydae (2%). All samples were negative for the molecular markers of Hantavirus and Arenavirus.
Conclusions. The study of mammalian hosts, particularly small rodents contribute to monitor diseases
transmitted by these small mammals that act as reservoirs.

Keywords: Rodents; Hantavirus; Arenavirus; Zoonotic diseases. (Sources: Mesh, ICYT ).
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INTRODUCCION

Los roedores son el grupo mas diverso y amplio
entre los mamiferos (1), desempenan un papel
importante en la ecologia de habitats tropicales
como dispersores de semillas y controladores de
algunas poblaciones de insectos. Los roedores
ayudan a polinizar y hacen parte de la cadena
alimentaria de serpientes, mamiferos y algunas
aves (2,3). Juegan un papel como indicadores de
ecosistemas perturbados y generan problemas
al intentar controlarlos, debido al alto nimero
de camadas y crias. Poseen un amplio espectro
de nichos ecoldgicos ocupados, diversidad en
su dieta y su capacidad de adaptacion. Como
resultado los roedores tienen presencia en la
mayor parte de los ecosistemas intervenidos del
planeta (4,6).

Solo el 5% de los roedores son considerados
plagas debido a que su habito de roer causa
pérdidas econdémicas vy dafios en cultivos, asi
como la transmisién de enfermedades zoonéticas
como leptospirosis, salmonelosis, hantavirosis y
tripanosomiasis americana, entre otras (4,7), las
cuales representan un importante problema de
salud publica debido a la estrecha relacion que
existe entre el humano y animales de compafiia
o silvestres (8).

Muchas especies de roedores silvestres no tienen
contacto con el hombre o animales domésticos.
Sin embargo, pueden actuar como reservorios
de agentes infecciosos en focos endémicos por
largos periodos de tiempo (4,7). Cuando los
roedores comensales en areas rurales entran
en contacto con especies silvestres, permiten
que los organismos infecciosos puedan ser
transmitidos a estos, dando la oportunidad a que
los roedores comensales transmitan de forma
directa o indirecta estos agentes infecciosos al
hombre y a otros animales (9).

En Colombia se han reportado Arenavirus y
Hantavirus en diferentes zonas del territorio.
No obstante, estos virus no son de notificacion
obligatoria y por tanto no se encuentran incluidos
en los diagndsticos sindromicos febriles de
los centros clinicos y hospitalarios del pais.
Sin embargo, paises como Argentina y Chile,
consideran estas enfermedades de notificacién
obligatoria debido al incremento nimero de casos
durante las estaciones de verano (10,11,12).

El departamento del Meta por su ubicacion
geografica, diversidad de vectores,
desplazamiento y urbanizacién desordenada
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en las cabeceras municipales cumple con
todas las condiciones para el desarrollo y
persistencia de enfermedades transmitidas por
roedores y otros vectores (13). El papel y la
importancia de los pequefios roedores silvestres,
domeésticos y peridomésticos en la ecologia de
las enfermedades infecciosas se ha descuidado,
a pesar del reciente interés por los animales
como fuente de enfermedades emergentes en
los seres humanos(1,14,15).

Debido al desconocimiento sobre la presencia
de infeccion por Hantavirus y Arenavirus en
pequeiios roedores en el departamento del Meta,
el objetivo del presente estudio fue detectar
la circulacion de estos virus y la distribucion
espacial de los roedores en los ecosistemas del
municipio de Villavicencio.

MATERIALES Y METODOS

Tipo y area de estudio. Se realiz6é un estudio
descriptivo de corte transversal, entre octubre
de 2018 y octubre de 2019 en zonas periurbanas
y rurales del municipio de Villavicencio, Meta,
Colombia (04° 09 N-73° 38 O), a una altura de
467msnm y una temperatura media de 30°C.
El municipio estd localizado en el piedemonte
de la cordillera oriental de los Andes, entre
los rios Ocoa y Negro, y numerosos afluentes
menores. Su habitat se caracteriza por la
gran biodiversidad que constituye reservas
bioldgicas extraordinarias para un gran nimero
de mamiferos (13).

Captura de especimenes. se realizaron
muestreos en 7 veredas del municipio utilizando
60 trampas tipo Sherman de captura viva (8 x
9 x 23 cm; Sherman Traps, Inc., Tallahassee,
FL). Las trampas fueron colocadas en lugares
estratégicos de acuerdo a la acumulacion de
basuras, sitios de almacenamiento de alimento
o areas cultivadas. Las trampas permanecieron
activas durante siete dias, dejadas durante toda
la noche y revisadas temprano al dia siguiente.
El cebo utilizado fue una mezcla de avena en
hojuelas con banano y mantequilla de mani.

Una vez revisadas las trampas, los especimenes
encontrados fueron trasladados y procesados
en una estacién de campo, condicionada para
tal objetivo. Las hembras prefiadas fueron
liberadas. La preparacion y eutanasia de éstos se
realiz6 siguiendo los protocolos de bioseguridad
sugeridos por el Centro de Control y prevencion
de enfermedades (CDC) (16).
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Toma de muestras bioldgicas. Los roedores
fueron anestesiados con 0,1ml de clorhidrato
de ketamina al 10% segun peso y eutanasiados
por dislocacién cervical. Posteriormente los
parametros morfométricos como el peso, medida
de la pata posterior derecha, oreja derecha,
longitud del cuerpo, cola, longitud total, sexo
y su estado reproductor fueron registrados, las
hembras prefiadas fueron liberadas (16). Los
organos extraidos fueron colocados en tubos
por duplicado en una soluciéon de RNAlater™ y
conservados posteriormente en nitrégeno liquido.
La identificacion de las especies de roedores se
llevd a cabo con claves taxondmicas estandares
(3). Las colecciones fueron enviadas al Instituto
de Investigaciones Bioldgicas de Trdpico (IIBT)
de la Universidad de Cordoba.

Extraccion de ARN. El ARN se extrajo
directamente del tejido de pulmdn con ayuda
del Kit comercial GenelET Purification (K0732)
de ThermoFisher Scientific, y se siguieron
las recomendaciones del proveedor. El ARN
purificado se conservd a -80°C hasta su uso.
Una vez realizado el procedimiento con la
transcriptasa reversa (RT-PCR). Con el fin de
calcular la concentracién y pureza del ADN
de las muestras, se cuantific6 el ADNc con un
espectrofotémetro NanoDrop™ 2000 densidades
Opticas de 230, 260 y 280 nm.

Deteccion de marcadores moleculares. Para
la obtencion del ADN copia (ADNc) se realizd
una reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa usando la enzima RevertAid
Reverse Transcriptase 10.000 U de ThermoFisher
Scientific™ vy los iniciadores aleatorios (Random
primers Promega C118A) en muestras de ARN
de tejido de pulmon.

Deteccion de Hantavirus y Arenavirus. Para
la deteccion de Hantavirus-Orthohantavirus y de
Arenavirus-Mammarenavirus en los roedores por
PCR convencional, se usaron los cebadores forward
SAHN-S (GATGAATCATCCTTGAACCTTAT) y reverse
SAHN-C (CAAAACCAGTTGATCCAACAGGG) para
Hantavirus (17). Para Arenavirus cebadores forward
GP878+ (GAYATGCCWGGIGGITAYTGT) y reverse
GP1126- (TACCAAAAYTTTGTGTARTTRCAATA)
(18). La mezcla se realiz6é con 2.5 pL de buffer
PCR (10X: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM
DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCI), 0.75 uL de
MgCl2 (50mM), 0.5 pL de dNTP’s (10 mM),
1.25 pL de cada primer (10 uM), 0.25 uL de Taq
Polimerasa (Taq DNA Polymerase Recombinant,
Invitrogen), 13.5 yL de agua grado molecular
y 5 UL de ADNc producto de la transcriptasa
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reversa, con una reaccion final de 25 pL. La
mezcla se puso en un termociclador ProFlex™
PCR System (Applied biosystems) a 35 ciclos con
las siguientes temperaturas: 94°C por 45 s, 60°C
por 30 s y 72°C por 30 s. Finalmente, la mezcla
se mantuvo durante 5 minutos a 72°C. Aunque
no se contd con controles positivos, la PCR se
cifio al protocolo de estandarizacion propuesta
por Morelis et al (17) para Hantavirus con la
finalidad de amplificar una regién altamente
conservada del segmento N del genoma de los
Orthohantavirus de Suramérica con amplificacion
de un producto de 264 pares de bases (pb). Para
Arenavirus se siguio el protocolo de Delgado et al
(18) que amplifican una glicoproteina altamente
conservada del segmento S del genoma con un
producto de 295 pares de bases (pb).

Analisis de datos. Para el analisis descriptivo
de frecuencias absolutas, relativas, medidas de
tendencia central y de distribuciéon de los datos
morfométricos se usé la version libre de InfoStat
(19). Para el analisis de distribucion espacial y
de proporciones de los roedores identificados se
uso la version libre de QGIS 3.12.

Consideraciones éticas. Todos los
procedimientos llevados a cabo en este proyecto
fueron aprobados por el Comité de Etica de la
Universidad Cooperativa de Colombia bajo el
concepto ético No 029-2017. Se contd con el
permiso de la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA) otorgado a la Universidad de
Cordoba, en el marco de recoleccion de muestras
bioldgicas resolucion 0914, 4 de agosto de 2017.
Ademas, para el presente estudio se reconocieron
los principios éticos de la experimentacion animal
enunciados por ICLAS, Internacional Council for
Laboratory Animal Science (20).

RESULTADOS

Un total de 50 roedores fueron capturados, con
un éxito de captura de 1.7% distribuido en 10
areas geograficas del municipio de Villavicencio
(Tabla 1).

El 52% (26/50) de roedores capturados fueron
machos y el 48% (24/50) hembras. Los
roedores fueron categorizados seguin su edad
como joven el 52% (26/50) y adultos el 48%
(24/50). Estos se distribuyeron segin el area
de captura, la mayor frecuencia se encontré en
areas peridomiciliarias 58% (29/50), seguido de
areas silvestre con un 38% (19/50) y en menor
proporcidon en areas domiciliarias 4% (2/50)
(Tabla 2).
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Tabla 1. Areas geograficas y nimero de capturas de
roedores del municipio de Villavicencio, Meta

Tabla 2. Caracteristicas de los roedores capturados

Ubicacion N°® de
Zonas L capturas %
geografica (n=50)
. 4.173205556
Buenavista 73 680844445 1 2
) 4.10583
Apiay -73.550643 3 6
4.039963889
Bl Cocuy  _73.601850000 ! 2
Cafios negros 4.119747222 2
punto 1 -73.517511111
Cafios negros 4.116933333 4
punto 2 -73.516700000
72
Cafios negros 4.128277778 11
punto 3 -73.528175000
Cafios negros 4.131419445 19
punto 4 -73.548166667
) 4.101050000
La llanerita -73.487066667 6 12
4.099394444
Santander ;3 440913889 1 2
Santa Rosa 4.020277778 2 4

-73.488888889

. Hylaeamys

W mus

. Oligoryzomys

. Proechimys

M Ratius
Zygodontomys

1. Domiciliara
Identificacion preliminar

Sexo Frecuencia %
Macho 26 52
Hembra 24 48

Categoria de la edad
Joven 26 52
Adulto 24 48

Area de captura

1. Domiciliario 2 4
2. Peridomiciliario 29 58
3. Campo 19 38

En las zonas peridomiciliarias el 79.3% (23/29)
de los roedores capturados fueron Rattus
rattus, el 13.7% (4/29) Mus musculus, en
menor proporcidon se encontré Zygodontomys
brevicauda con un 6.9% (2/29). En las zonas
rurales, el 36.8% (7/19) pertenecian a especies
de Rattus rattus, seguido de Zygodontomys
brevicauda con un 31.6% (6/19) en menor
frecuencia Oligorizomys sp y Mus musculus con
un 10.5% (2/19) cada uno, Hylaeamys sp y
Proechimys oconnelli con 5.3% (1/19) cada uno
(Figura 1).

Zonas de captura

2. Peridomicialiario

Figura 1. Distribucion de las especies de roedores en las diferentes zonas de captura
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Los 50 individuos fueron identificados acorde a
datos morfométricos (Figura 2). Se agruparon
en 3 familias y 6 especies. La familia Muridae
76% (38/50) fue la de mayor frecuencia de
individuos capturados, seguido de la familia
Cricetidae con 22% (11/50) y en menor
proporcion la familia Echimydae 2% (1/50). Los
especimenes capturados con mayor frecuencia
fueron Rattus rattus (60%), Mus musculus (16%)
y Zygodontomys brevicauda (16%). Con menor
frecuencia fueron capturados Oligoryzomys
sp, Hylaeamys (antes Oryzomys) y Proechimys
oconnelli (Tabla 3).

Todas las muestras resultaron negativas para
los marcadores moleculares de Hantavirus y
Arenavirus.

Roedores
W Rattus rattus
Mus musculus
Oligoryzomys sp
Hylaeamys sp
Zigmodontomys brevicauda
W Proechimys cf oconnelli

0 1000 2.000 km
—

Figura 2. Distribucion de pequefos roedores
en zonas periurbanas y rurales de
municipio de Villavicencio.

Tabla 3. Especies de roedores con sus datos morfométricos.

Especies

Peso (gr) Largo total

Cuerpo Cola Oreja Pata

Familia Subfamilia . <o Frecuencia - ~ (mm) (mm) (mm) (mm)
identificadas X-DE (mm) X-DE |y o X-DE X-DE X-DE
60.6 284.2 127.6 155.2 19.3 30.2
o,
Rattus rattus  60% (30) (3574 (64.1)  (28.3) (37.6) (2.8)  (5.2)
Muridae Murinae
19.2 186.1 86.6 93.3 14.6 21.5
Mus musculus — 16% (8) (g7 (44.9)  (15.4) (19.6) (3.0)  (6.4)
Zygodontomys 16% (8) 64.4 217.3 120.3 99.5 16.4 23.4
brevicauda 0 (15.5) (34.3)  (10.6) (28.6)  (3.5) (2.1)
L. . ) . 291 132.5 158.5 22 31
Cricetidae Sigmodontinae Oligoryzomys sp. 4% (2) 60 (0) (4.2) (3.5) (0.7) (1.4) (1.4)
Hylaeamys (antes o
Oryzomys) 2% (1) 15.0 (0) 168 (0) 80 (0) 88 (0) 12 (0) 20 (0)
Echimydae Eumysopinae Pm:ggﬂé’ifﬁ 2% (1) 160.0 (0) 289 (0) 180 (0) 109 (0) 23 (0) 42 (0)
Total 100%

X: Media. DE: Desviacidon estandar.

DISCUSION

El presente estudio permitiéo determinar
la frecuencia de especies de roedores en
zonas rurales y periurbanas del municipio
de Villavicencio, Meta. Sin embargo, no se
detectaron especies de Hantavirus y Arenavirus
en los especimenes recolectados.

La influencia antropogénica en los paisajes ha
aumentado rapidamente en el Ultimo siglo con el
crecimiento de la poblacién. Estos cambios han
llevado a la perturbacion de los sistemas bidticos
con impactos directos e indirectos posteriores
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en las poblaciones humanas y animales de vida
silvestre (21).

Villavicencio es un municipio que ha pasado
por cambios significativos en el uso de las
tierras, lo que ha dado lugar a un aumento en
el nimero de asentamientos humanos en la
region, perturbando la ecologia de los animales
de vida silvestre y permitiendo el desplazamiento
y extension de otros, como los roedores que
tienen gran capacidad de adaptacién (1,21).
En este estudio se presenta un esfuerzo inicial
por describir, visualizar y mapear las especies
de roedores silvestres y sinantréopicos en
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areas periurbanas y rurales del municipio de
Villavicencio.

Los resultados obtenidos en este trabajo
en cuanto a especies de roedores son los
primeros en ser reportados en este municipio
de la Orinoquia colombiana. Previamente se
reportaron Rattus rattus y Mus musculus como
roedores sinantropicos (7). Sin embargo, es
importante incluir la presencia de especies
como Zygodontomys brevicauda, Hylaeamys
(antes Oryzomys), Proechimys oconnelli y
Oligoryzomys sp en estas zonas del municipio,
documentadas en otras regiones del pais (2).

Las especies Olygorizomys sp (Rata de arroz
pigmea) y Hylaeamys sp se encuentran
distribuidas desde el noreste de México hasta el
extremo sur de Chile y Argentina. Mientras que
Zygodontomys (rata de cafia) desde el sureste de
Costa Rica alo largo de Panama hasta Colombia,
Venezuela, Guyana y el norte de Brasil, donde
particularmente son encontradas en bosques,
montafas, pastizales y humedales (22).

La figura 1 muestra la distribucion de las especies
de roedores en las diferentes zonas de captura.
En los estudios de Hay et al (15) y Wiethoelter et
al (23) se proponen mapas de distribucién como
herramienta en la planificacién de estrategias
de intervencidn a escala nacional que permiten
conocer la dindmica de transmision de agentes
infecciosos a partir de los roedores y los focos
con zonas endémicas.

Algunos investigadores han evidenciado también
la interaccidon entre los roedores silvestres
y sinantrépicos en su mantenimiento de
ciclos enzodticos con otros mamiferos ante la
transmision de diferentes agentes etioldgicos
de importancia en la salud humana, como
Leptospira sp, Mamarenavirus, Orthohantavirus,
Yersinia pestis entre otros (15,23). La figura
2 muestra la interaccidén entre los roedores
sinantrépicos R. rattus y M. musculus con los
silvestres capturados en campo Z. brevicauda,
Oligoryzomys sp, Hylaeamys y P oconnelli,
estos Ultimos estdn mayormente asociados a
enfermedades de importancia en salud publica
como las fiebres hemorragicas por hantavirosis
y Arenavirus (24,25,26).

El presente estudio describe la distribucién
espacial de los huéspedes mamiferos y en
particular de los pequefos roedores, permite
mostrar la riqueza, diversidad y dindmica
poblacional entre especies de roedores en las
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diferentes areas geograficas de Villavicencio. Lo
anterior son aspectos necesarios para determinar
el papel ecoldgico que estos desempeiian en la
circulacion de patégenos de importancia en salud
publica.

Los resultados negativos hallados para
Hantavirus y Arenavirus resultan alentadores
en las poblaciones capturadas de roedores de
Villavicencio. Sin embargo, no significa la ausencia
de circulacion viral, debido a que es posible que
el bajo numero de especimenes capturados en
el presente estudio no muestre la magnitud de
la circulacién de microorganismos analizados.
Adicionalmente, los analisis moleculares solo
permiten inferir que en el momento del estudio
de los especimenes no se encontrd infeccion
activa de microorganismos.

En otras regiones de Colombia se han realizado
estudios en roedores para determinar especies
de hantavirus y Arenavirus. Castelar et al (27)
en el municipio de Sincelejo-Sucre en 2017,
encontraron en roedores sinantrépicos urbanos,
una seroprevalencia del 10% (8/80) contra el
virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV).
De los 8 roedores seropositivos solo 1 pudo
identificarse mediante marcadores moleculares
en tejido de cerebro (27). Montoya et al (28) en
2015, encontraron marcadores moleculares de
Hantavirus en 7 muestras de tejidos de pulmodn
de roedores de Necocli-Antioquia. Sin embargo,
en ninguna de las muestras empleadas para
cultivo celular se logré cultivar el virus (28). En
los primeros estudios de seroprevalencia en 2006
sobre Hantavirus y Arenavirus en Colombia,
Aleman et al en diferentes municipios de Cordoba,
encontraron seroprevalencias para antigenos
de Hantavirus del 2.1% (7/336). Mattar et al
(29) en 2011 reportd una seroprevalencia para
Arenavirus del 1.1% (2/210) en roedores de la
familia Sigmodontinos (29). En 2016 Sanchez
et al (30) lograron diagnosticar tres casos de
hantavirosis en pacientes con sindrome febril
indiferenciado en el departamento del Meta, lo
que demuestra la presencia del virus en la regiéon
de estudio.

Aunque en el presente estudio no se pudo
determinar la presencia de Hantavirus y
Arenavirus en el pulmén, estos virus podrian
ser encontrados en otros tejidos (27). Lo que
podria servir para nuevas busquedas de estos
agentes en diferentes 6rganos. Ademas, hay que
considerar que las fuertes lluvias anuales en el
municipio de Villavicencio durante los periodos
de trampeo no permitieron un mayor ndmero
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de capturas (9). Esta variable climatoldgica
pudo limitar la deteccidon de los virus. Por
tanto, los resultados negativos del estudio no
descartan la presencia de los agentes virales en
los ecosistemas perturbados del municipio de
Villavicencio, y podrian contribuir a la vigilancia
de enfermedades hemorragicas transmitidas por
vectores que actlan como reservorios.
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