ARTICULO ORIGINAL

Transmision del virus de la rabia entre

murciélagos urbanos del departamento del Valle
del Cauca, Colombia, 1999-2008

Rabies virus transmission among urban bats in the department
of Valle del Cauca, Colombia, 1999-2008

Constanza Nufiez', Andrés Paez? Constanza Hernandez?, Humberto Escobar®, Anilza Bonelo'

Resumen

Introduccién. La intromisién humana en ecosistemas silvestres ha provocado cambios de comportamiento en los murciélagos, con la consecuente
invasion a viviendas, convirtiéndolos en un factor de riesgo para la transmision de la rabia a humanos y mascotas.

Objetivos. Determinar en el departamento del Valle del Cauca, las asociaciones entre habitos de comportamiento y transmision de rabia entre
murciélagos y su significado epidemioldgico con énfasis en riesgo para la poblacién humana.

Materiales y métodos. Durante el periodo de diciembre 1999 a junio 2008, fueron capturados 1.321 murciélagos por el programa de vigilancia de
rabia en el departamento del Valle del Cauca. El diagndstico de rabia se hizo por inmunofluorescencia directa e inoculacion en ratones, utilizando
tejido encefalico de los murciélagos capturados. La tipificacién viral se hizo por inmunofluorescencia indirecta usando anticuerpos monoclonales.
Resultados. Se detectaron dos ejemplares de Eptesicus brasiliensis positivos para rabia en los afios 2000 y 2002, y dos casos mas en especimenes
de E. brasiliensis y Molossus molossus, en el 2008. No se detecto el virus de la rabia en E. brasiliensis ni en M. molossus, ni en ninguna otra especie
durante los afos 1999, 2001, 2003, 2004, 2006 y 2007. Se encontraron distintas especies de murciélagos, como E. brasiliensis, M. molossus, Myotis
nigricans, Glossophaga soricina, Noctiliio albiventris y Carollia perspicillata, compartiendo refugios en casas. Se detectaron virus rabicos de las va-
riantes antigénicas 3 y 4, en murciélagos M. molossus y E. brasiliensis.

Conclusiones. La presencia en el Departamento del Valle del Cauca de las variantes antigénicas 3 y 4 del virus rabico en murciélagos no hema-
téfagos de habitos caseros, probablemente, ha sido facilitada por la deforestacion de los habitats naturales de estas especies; ademas, el estilo
de arquitectura urbana provee un habitat artificial que posibilita el contacto fisico entre las especies y la transmision de rabia entre ellas. Ante las
dificultades para controlar la rabia en murciélagos y la falta de herramientas adecuadas, la vigilancia continua de la enfermedad en los murciélagos,
basada en el diagndstico v la tipificacion de los virus rabicos por laboratorio, en de los asentamientos humanos y alrededor de ellos, la vacunacion
preventiva en animales domésticos y de produccién, asi como la educacion de la comunidad (para la concientizacion del riesgo y la recoleccion
pasiva de muestras para su analisis), se convierten en las mejores herramientas para prevenir la transmisién a humanos.
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Abstract

Introduction: Human activities in the wild have recently increased the changes in bat behavior and invasion of houses, turning these animals into
a health threat for humans and pets.

Objectives: To determine the associations between behavioral habits and rabies transmission among bats in the department of Valle del Cauca and
to assess the risk the existence of rabies in house dwelling bats presents for human health.

Material and methods: In the period from December 1999 to June 2008, 1,321 hematophagous and non-hematophagous bats were captured for
rabies epidemiological surveillance in the department of Valle del Cauca, Colombia. Rabies was diagnosed by direct immunofluorescence test on
the brain tissue of collected animals. Viral typification was achieved by indirect immunofluorecense using rabies specific monoclonal antibodies.
Results: Four bats were positive for rabies: two Eptesicus brasiliensis in 2000 and 2002, and an Eptesicus brasiliensis and a Molossus molossus in
2008. During the years 1999, 2001, 2003, 2004, 2006 and 2007 no rabies virus was found in E. brasiliensis and M. molossus or in any other bat species.
Various species including E. brasiliensis, M. molossus, Myotis nigricans, Glossophaga soricina, Noctiliio albiventris and Carollia perspicillata were
found sharing shelters in houses. Rabies virus antigenic variants 3 and 4 were found in M. molossus and E. brasiliensis bats only.

Conclusions: The presence and potential spread of rabies antigenic variants 3 and 4 to cities have very likely been facilitated by the perturbation
of the natural habitats of non-hematophagous bats in the department of Valle del Cauca; the urban architecture style also provides an artificial
habitat which allows for physical contact and rabies transmission among the species. Seeing the difficulty for controlling rabies in bats and the lack
of adequate tools, intensive laboratory based rabies surveillance in and around human settlements, preventive vaccination for house and produc-
tion animals, and education for the community (in relation to increasing the awareness concerning the risk, and passive recollection of samples for
analysis) represent major preventive strategies against bat rabies transmission to humans and pets.
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Introduccién

La rabia es una zoonosis causada por virus neu-
rotropicos del género Lyssavirus, familia Rhab-
doviridae, orden Mononegavirales. El virion ra-
bico contiene ARN de cadena sencilla y sentido
negativo, no segmentado, y codifica cinco pro-
teinas estructurales @.

La rabia es una enfermedad terminal principal-
mente de animales y, en humanos, es el resul-
tado del contacto con animales infectados. De
esta manera, la infeccion con virus rabicos pue-
de ocurrir en dos formas epidemiolégicas prin-
cipales: a) la rabia urbana, con el perro como
principal reservorio y transmisor de la enferme-
dad a los humanos, y b) la rabia silvestre, con
diferentes especies de meso-carnivoros terres-
tres, como zorro, zorrillo, mapache, chacal y una
amplia diversidad de murciélagos, que actian
como reservorios y transmisores de la enfer-
medad a la mayoria de los mamiferos. Even-
tualmente, puede haber transmisién de la rabia
entre los dos ciclos epidemioldgicos #19, lo cual
resalta el riesgo que presenta para los humanos
la enfermedad en cualquier especie animal.

La poblacion colombiana se ha visto afectada his-
téricamente por brotes urbanos de la enfermedad
1119 sin embargo, en los Ultimos afos la rabia sil-
vestre ha tomado una inesperada importancia en
Colombia @, al igual que en paises como Perl y
Brasil, por el incremento de casos en humanos de
comprobado origen silvestre (1620,

De una diversidad de 1.000 especies de murcié-
lagos en el mundo @, sélo tres son especializa-
das en alimentarse de sangre de vertebrados, las
cuales habitan desde el norte de México hasta
la parte sur de América Latina @*2%. Desmodus
rotundus es el mas ampliamente distribuido en
la zona y se alimenta de sangre de vertebrados,
aunque esporadicamente lo hace de aves @. Las
otras dos especies son Diaemus youngi'y Diphy-
lla ecaudata, las cuales son muy escasas y usual-
mente se alimentan de sangre de aves .
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En el Caribe, Centroamérica y Latinoamérica, la
mayoria de los casos de rabia humana trans-
mitida por murciélagos han estado asociados
al vampiro D. rotundus. Sin embargo, un gran
ndmero de casos de rabia en especies de mur-
ciélagos no hematéfagas se han reportado en
Europa, Africa, Australia y América, algunos de
los cuales han transmitido la enfermedad a hu-
manos de manera accidental y muchas veces sin
aparente exposicion ©>-39),

En condiciones naturales, la mayoria de las es-
pecies de murciélagos se refugian en troncos
de arboles, ramas, cuevas, grietas y hojas, entre
otros. En particular, los refugios naturales que
utiliza el vampiro comun, D. rotundus, son arbo-
les y huecos, y en menor proporcion, grietas y
cuevas 9, En estos refugios, D. rotundus aparece
solo o asociado con una o varias especies, como
Carollia perspicillata, Phyllostomus hastatus, Sa-
ccopteryx bilineata, Trachops cirrhosus, Noctilio
albiventris, Lonchophyla thomasi, Uroderma bilo-
batum, Artibeus lituratus y Molossus molossus ©7.

En Colombia, al igual que en otros paises del Cari-
be, Centroamérica y Latinoamérica, la mayoria de los
casos de rabia humana transmitida por murciélagos
han estado asociados a D. rotundus. No obstante, por
pruebas diagnosticas de tipificacion antigénica con
anticuerpos monoclonales y caracterizacion genéti-
ca mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR), seguidos de se-
cuenciacién y andlisis filogenético en muestras de
murciélagos no hematofagos de las Américas, se ha
encontrado infeccién por el virus de la rabia en varias
especies, como A. lituratus, C. perspicillata, M. molos-
sus, M. rufus, Eumops sp., Tadarida brasiliensis, Nyc-
tinomops laticaudatus, Eptesicus brasiliensis, E. seroti-
nus, Histiotus montanus, H. velatus, Myotis nigricans,
M. daubentonij, Lasiurus ega, L. cinereus, U. bilobatum
y P hastatus (11,12, 29-33, 3842)'

En Colombia, y especificamente en el departamen-
to del Valle del Cauca, se han encontrado murcié-
lagos insectivoros de las familias Vespertilionidae
y Molossidae infectados con virus de la rabia de la
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forma epidemioldgica silvestre a las zonas urbanas
011124142 Fn el presente estudio se quiso llevar un
registro de los murciélagos infectados con virus ra-
bia y las variantes virales encontradas.

Metodologia
Captura e identificacion de murciélagos

Este estudio hace parte del programa de vigi-
lancia de rabia transmitida por murciélagos en
areas urbanas y rurales del departamento del
Valle del Cauca, que es llevado a cabo por la
Secretaria Departamental de Salud, en colabo-
racion con la Unidad Ejecutora de Saneamiento
Departamental y el Departamento de Microbio-
logia de la Universidad del Valle.

Durante los meses de noviembre de 1999 y ju-
nio del 2008 se hicieron las capturas de murcié-
lagos en 23 municipios del departamento del

Valle del Cauca (tablas 1y 2), en lugares tales
como aljibes, cuevas, sétanos, en el interior de
techos o casas abandonadas, en areas abiertas
de ciudades y bosques, en corrales con ganado
bovino o cria de cerdos y en alcantarillas. Se uti-
lizaron aditamentos tales como redes de niebla
y de mano. En la eleccién de los lugares de las
capturas, se tuvieron en cuenta los datos de re-
portes por mordedura en personas o animales y
la presencia de murciélagos en edificaciones, re-
gistradas por las Unidades Ejecutoras de Sanea-
miento y la Secretaria Departamental de Salud
Valle del Cauca.

Los ejemplares capturados se sedaron por me-
todologias estandarizadas utilizando maleato de
acepromazina para, posteriormente, retirarlos de
las redes, guardarlos en bolsas de telay, finalmen-
te, sacrificarlos en la camara de diéxido de carbo-
no (CO,). La identificacion taxondmica se llevo a
cabo siguiendo las claves de Mufioz y Nowak “344,

Tabla 1. Niumero de ejemplares de murciélagos capturados por especie, lugar y habitos alimenticios, depatamento del Valle del Cauca, Colombia,
1999- 2008. En los ejemplares con diagnostico positivo, se determind la variante antigénica de virus de la rabia.

Habitos

Infectados con Variante

Capturados en
edificaciones (n)

Capturados en Total
zonas verdes (n)  capturados

Especie

alimenticios virus de la rabia antigénica

Artibeus lituratus Frugivoro 0 141 141 0 ---- ——--

Carollia perspicillata Frugivoro 2 6 8 0 ---- ----

Desmodus rotundus Hematofago 0 11 11 0 - e

V4 2000
Eptesicus brasiliensis Insectivoro 35 16 51 3 V3 2002
V4 2008

Eumops glaucinus Insectivoro 13 0 13 0 - -
Nectari

Glossophaga soricina . e a’rlvoro/ 31 37 68 0 ---- —--
insectivoro

Molossus molossus Insectivoro 918 0 918 1 \Z) 2008

Myotis nigricans Insectivoro 13 6 19 0 - —--
Pescad

Noctilio albiventris . esca ., o 13 0 13 0 R R
insectivoro

Nythnomops Insectivoro 27 0 27 0 [ I

laticaudatus

Phyllostomus discolor | Frugivoro 0 7 7 0 ——-- -

Saccopteryx bilineata Insectivoro 1 0 1 0 - -

Saccopteryx leptura Insectivoro 0 4 4 0 ---- ----

Sturnira lilium Frugivoro 0 1 1 0 S =

Tadarida brasiliensis Insectivoro 39 0 39 0 - -

Total 1.092 229 1.321 4 ---- ——--
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Tabla 2. NUmero de ejemplares de murciélagos capturados por municipio y afio, en el departamento del Valle del Cauca, Colombia 1999-2008. En
paréntesis se muestra el nimero de ejemplares infectados con virus de la rabia.

Municipio/afio 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2006 2007 2008
Andalucia 13 13
Ansermanuevo 18 18
Argelia 3 3
Bolivar 8 8
Buenaventura 12 6 18
Bugalagrande 1 1
Cali 3 516+(1) | 187 72 95 8 2 38 921+(1)
Cartago 27+(1) 4 27 19+(2) 77+(3)
Dagua 9 8 17
Cerrito 14 15 29
Florida 1 4 5
Guacari 11 2 13
Jamundi 42 19 29 5 95
Obando 13 13
Palmira 42 42
Pradera 26 26
Riofrio 1 1
Sevilla 1 1
Toro 1 1
Tulua 3 2 5
Ulloa 4 4
Versalles 15 15
Zarzal 1 1
Total 3 516+(1) | 187 141+(1) | 185 91 2 80 122+(2) | 1.327+(4)

Diagnéstico y tipificacion viral

El diagndstico de los casos de rabia se hizo en
los Laboratorios de Virologia de la Universidad
del Valle en Cali y del Instituto Nacional de Salud
en Bogota. La técnica utilizada fue la de inmu-
nofluorescencia directa (IFD) sobre impresiones
de material encefélico fresco, hechas en laminas
portaobjetos convencionales. En dicha técnica se
utilizé conjugado rabico comercial (Rabies DFA
Reagent, Cat. 5100 — Light Diagnostics), el cual
se compone de anticuerpos policlonales antirra-
bicos marcados con fluoresceina. El mencionado
conjugado reconoce los antigenos virales pre-
sentes en las impresiones y se produce una sefial
fluorescente al observar bajo el microscopio de
fluorescencia 47,
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Tanto para la prueba de IFD como para la prue-
ba bioldgica, se utilizaron controles negativos y
positivos, consistentes en material encefalico de
ratones sin infectar y de ratones infectados con
virus rabico de la cepa Challenge Virus Standard
(CVS). La prueba confirmatoria y la propagacién
del virus rabico se hicieron por inoculacion de
un homogenizado de 10 % de material encefali-
co en solucion salina en ratones machos deste-
tados de laboratorio de la cepa Institute of Can-
cer Research (ICR), de 21 dias de edad.

La tipificacion antigénica del virus se hizo por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre im-
presiones de material encefalico fresco de los
ratones infectados con virus rabico. Dichas im-
presiones se hicieron en ldminas portaobjetos
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convencionales. Para este procedimiento se uti-
lizd un panel de ocho anticuerpos monoclonales
dirigidos contra la nucleoproteina del virus de
la rabia, producidos en ratén en los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta,
Estados Unidos, y un anticuerpo secundario IgG
anti-raton producido en cabra y conjugado con
fluoresceina (SIGMA 065H-8874) “9,

El patrén de reaccion, positiva o negativa en
comparacién con los controles, de cada uno de
los ocho anticuerpos monoclonales, arrojé como
resultado la variante antigénica de los virus ais-
lados en cada uno de los casos. Como contro-
les negativo y positivo, se utilizaron laminas con
impresiones de material encefalico tomado de
ratones sin infectar e infectados con virus rabico
de la cepa CVS, respectivamente.

Resultados
Captura e identificacion de murciélagos

El nimero de murciélagos capturados por es-
pecie, habitos alimenticios y de habitacion, mu-
nicipio y afo, se muestran en las tablas 1y 2,
al igual que el nUmero de ejemplares positivos
para rabia y la respectiva variante antigénica vi-
ral encontrada.

De 1.331 murciélagos estudiados durante el pe-
riodo 1999-2008, se encontraron cuatro ejem-
plares pertenecientes a las especies E. brasilien-
sis (tres) y M. molossus (uno) infectados con el vi-
rus de la rabia, las cuales tienen habitos caseros
y dieta a base de insectos. Del gran total, 1.092
murciélagos fueron capturados en edificaciones
y 239 en zonas verdes . El nUmero de murciéla-
gos capturados por municipio y afio se muestra
en la tabla 2. La muestra de murciélagos de este
estudio abarcé 23 municipios del departamen-
to del Valle del Cauca. De los murciélagos po-
sitivos, un ejemplar fue capturado en Cali en el
aho 2000, y tres en Cartago en los afios 2002 (un
ejemplar) y 2008 (dos ejemplares).

Infectio. 2012; 16(1): 23-29

Caracterizacion de los murciélagos infectados
con virus de la rabia y tipificacion viral

De los cuatro ejemplares positivos para el virus
de la rabia, se hizo la siguiente caracterizacion:
Ejemplar 1. Especie: E.brasiliensis; sexo: hembra;
municipio: Cali, zona verde; edad: adulto; fecha
de captura: 26 de abril de 2000; forma de cap-
tura: nocturna, moribundo en el suelo; variante
antigénica: 4.

Ejemplar 2. Especie: E.brasiliensis; sexo: macho;
municipio: Cartago, edificacion; edad: adulto; fe-
cha de captura: 31 de octubre de 2002; forma de
captura: diurna, volando con dificultad; variante: 3.

Ejemplar 3. Especie: E. brasiliensis; sexo: macho;
municipio: Cartago, edificacion; edad: juvenil; fe-
cha de captura: 11 de abril de 2008; forma de cap-
tura: diurna, moribundo en el suelo; variante: 4.

Ejemplar 4. Especie: M. molossus; sexo: hembra;
municipio: Cartago, edificacion; edad: juvenil; fe-
cha de captura: 17 de abril de 2008; forma de cap-
tura: nocturna, volando y atrapado con redes de
niebla saliendo de una edificacion; variante: 4.

Discusion

El presente estudio hace parte del programa
de vigilancia activa de la rabia transmitida por
murciélagos en areas urbanas y rurales de los 42
municipios, que lleva a cabo la Secretaria Depar-
tamental de Salud del Valle del Cauca.

Durante el periodo 1999-2008 se capturaraon,
se identificaron taxondmicamente y se procesa-
ron para diagnostico de virus rabia, 1.331 mur-
ciélagos de diversos habitos alimenticios, tales
como hematdfagos, frugivoros, insectivoros,
nectarivoros y pescadores, pertenecientes a 15
especies distintas (tabla 1).

De los murciélagos capturados, Unicamente
cuatro portaban el virus de la rabia, uno de los
cuales era de la especie M. molossus que por-
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taba la variante antigénica 4, y los tres restan-
tes, de la especie E. brasiliensis que portaban la
variante antigénica 3 (un ejemplar) y la variante
antigénica 4 (dos ejemplares).

En cuanto a las relaciones existentes en la na-
turaleza entre murciélagos, en este estudio se
observaron varias especies insectivoras compar-
tiendo el mismo refugio en casas con murciéla-
gos nectarivoros/fruteros como M. nigricas, M.
molossus, E. brasiliensis, M. molossus y N. albi-
ventris con G.soricina. Igualmente, este nectari-
voro se encontré compartiendo refugios con el
murciélago frutero C. perspicillata y estas dos
especies, a su vez, compartiendo refugios con
el hematdfago D. rotundus. Este Ultimo se en-
contré compartiendo refugio con el murciélago
insectivoro S. bilineata.

A pesar de estos hallazgos, no se puede asegu-
rar que la deteccidn de la variante antigénica 3 en
murciélagos insectivoros se deba a la interaccién
con el hematdfago D. rotundus. Para hacerlo, ade-
mas de practicar pruebas diagndsticas de tipifica-
cioén antigénica con anticuerpos monoclonales y
caracterizacién genética mediante RT-PCR, seria
necesario, con la secuenciacion y el analisis filoge-
nético en muestras de murciélagos no hematéfa-
gos, comprobar que el patrén de reaccion corres-
pondiente a la variante antigénica 3 de estos ca-
sos corresponde efectivamente al virus de la rabia
circulante en los vampiros del departamento del
Valle del Cauca. Esto se ha demostrado en otros
paises, como Chile y Brasil, donde se reportaron
virus de la rabia tipificados como de la variante
antigénica 3, aislados de murciélagos insectivoros;
por secuenciacion, estos virus no correspondian a
los circulantes en murciélagos hemato6fagos, sino
que eran variantes atipicas o nuevas del virus de la
rabia que circulaban Unicamente en murciélagos
insectivoros (03349,

Para fortalecer los andlisis de estos hallazgos, se
requieren estudios de tipo ecoldgico, transversal
y descriptivo que permitan determinar las varia-
bles ambientales y antropogénicas que podrian
estar influyendo en la demografia de los murcié-
lagos para que los hematofagos y los no hema-
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téfagos estén compartiendo refugios. Entre las
variables ambientales, estan cambios en la tem-
peratura ambiente a través del tiempo, cambios
en la poblacién de insectos, censos sistematiza-
dos de la diversidad y ecologia de los murciéla-
gos del Valle del Cauca; y, entre las antropogéni-
cas, estan censo de poblacién, construccién de
casas y habitos de comportamiento.

Lo anterior demuestra la necesidad de, ademas
de la caracterizacion, hacer también la secuen-
ciacion de las variantes antigénicas de origen
selvatico encontradas en los murciélagos en
general; averiguar la distribucién geogréfica del
virus de la rabia y de sus murciélagos huéspe-
des, y determinar los factores de riesgo de tipo
ambiental y antropogénico que podrian influir
en la transmision del virus entre murciélagos he-
matofagos y los no hematdfagos, y estos a su
vez con otros no hematdfagos (principalmente
de habitos insectivoros), asi como la transmision
a las personas y animales domésticos (especial-
mente gatos) en Colombia.
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