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GLOSARIO

AEROFAGIA: proceso de ingestion de aire, que llega al estbmago, y causa distencion

abdominal.

ANALISIS FILOGENETICO: evaluacion de la relacion de proximidad evolutiva entre
distintas especies, reconstruyendo la historia de su diversificacion (filogénesis) desde el

origen de la vida en la Tierra hasta la actualidad.

AXONES: prolongacion neuronal especializada en conducir un impulso nervioso desde

una neurona a otra.

CALCAR: estructuras cartilaginosas que salen del tobillo del murciélago.

CALIBRADOR DE VERNIER: cartabdn de corredera o pie de rey, es un instrumento de

medicidén de diametros exteriores, interiores y profundidades.

CLADO: una de las ramificaciones que se obtiene después de hacer un Unico corte en
el arbol filogenético. Empieza con un antepasado comun y consta de todas sus

descendientes, que forman una Unica rama en el arbol de la vida.

CLAVE DICOTOMICA: herramienta que permite identificar a los organismos,
alcanzando el nivel de especie, género, familia o cualquier otra categoria taxonémica.
Se basa en definiciones de los caracteres morfologicos, macroscopicos o0 microscépicos;
de ella parten dos soluciones posibles, en funcién de si tienen o no tienen determinado
caracter, repitiendose el proceso de definiciones de caracteristicas, hasta llegar al

organismo en cuestion.

ELECTROFORESIS: técnica para la separacion de moléculas, por medio de un campo

eléctrico.



ENCEFALITIS: Inflamacién del encéfalo debido, generalmente, a una infeccion virica.

GEN HOUSEKEEPING: es un gen que se expresa de manera constitutiva (se expresa
siempre) en todos los tejidos, por lo general son aquellos encargados del metabolismo

basico de la célula involucrados en el buen funcionamiento celular.

HIDROFOBIA: miedo al agua.

HOMOGENIZAR: proceso que hace que una mezcla presente las mismas propiedades

en toda la sustancia.

ICTIOFAGO: Se alimenta de peces.

INCLUSION CITOPLASMATICA: cualquier tipo de sustancia inerte, que puede

acumularse, en este caso en el citoplasma de las células.

INMUNOGLOBULINA (IG): Glucoproteina compuesta por cuatro cadenas
polipeptidicas, dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas unidas entre si por puentes
disulfuro y dispuestas en forma de Y, que tienen la capacidad de reconocer antigenos y

actuar como anticuerpos.

OIE: organizacion mundial de la sanidad Animal.

OMS: organizacion mundial de la salud.

PARAPARESIS: pardlisis (dificultad o imposibilidad de movimiento) de las extremidades

inferiores.

PATAGIO: membrana de piel elastica y resistente que forma la superficie del ala del
murciélago, es una extension de la piel del abdomen que se extiende hasta la punta de

los digitos uniendo las extremidades superiores con el cuerpo.



PELLET: porcion de material sedimentado en el fondo de un tubo tras un proceso de

centrifugacion.

PREVALENCIA: proporcién de individuos de un grupo o una poblacién que presentan

una caracteristica o evento determinado en un momento o en un periodo determinado.

PRIMER: secuencia corta de &cido nucleico que sirve como punto de partida para la
replicacion del ADN, que contiene un grupo 3'hidroxilo libre y su secuencia es
complementaria a una fraccién de hebra molde y actia como punto de inicio para la

adiciéon de nucledtidos con el fin de copiar la hebra molde.

QUIROPTERO: orden de mamiferos placentarios cuyas extremidades superiores se

desarrollaron como alas (murciélagos).

RED DE NIEBLA: red de nylon de 2 m de altura por 6, 8 0 12 m de largo la cual es

utilizada para atrapar a animales voladores, principalmente aves y murciélagos.

REFUGIO: Ilugar en el cual habitan colonias de quirdpteros ya sea de una o varias

especies.

RESERVORIO: reservorio natural o nido se refiere al hospedador de largo plazo de un
patdégeno que causa una enfermedad infecciosa zoonética. A menudo ocurre que el
hospedador no es afectado por la enfermedad que lleva el patdgeno, o permanece

asintomatico y no esta en riesgo su vida.

RNAsas: enzimas (nucleasas) que catalizan la hidrélisis de ARN en componentes mas

pequefios.

SIALORREA: excesiva produccién de saliva.



TERMOCICLADOR: aparato usado en Biologia Molecular que permite realizar los ciclos
de temperaturas necesarios para una reaccion en cadena de la polimerasa de

amplificacion de ADN.

TETRAPARESIA: disminucion de la movilidad (paresia) en las cuatro (tetra)

extremidades.

TRAGO: lobulo de piel ubicado en la base de la oreja de los murciélagos, que mejora

su capacidad de eco localizacion.

TUBO EPPENDOREF: Pequefio contenedor cilindrico de plastico, con un fondo cénico y
una tapa unida al cuerpo del tubo para evitar su desprendimiento.

ZOONOSIS: enfermedad propia de los animales gque incidentalmente puede transmitirse

al humano.



CONTENIDO

INTRODUGCCION ...ttt ettt ete et e e aeste e e e etesreeaeereeeenreenes 16
(] =01 = 1 V@ 1 TR 18
1.1 OBIETIVOS GENERALES .......ootieiteeeeeeeeeeee ettt 18
1.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 18
2. MARCO TEORICO ..ottt ettt sttt ene e 19
2.1 RABIA, LA ENFERMEDAD .....cooitiieiiieciecieeeeeee ettt sttt sne s 20
2.2 PATOGENESIS DE LA RABIA ....ooviiiieeceeeeeeeeeee ettt 22
2.3 RABIA EN MURCIELAGOS ......cooitiieeeeeeceee ettt 24
2.4 CASOS DE RABIA Y VARIANTES DEL VIRUS EN COLOMBIA..........ccceovevrenne. 26
2.5 DIAGNOSTICO DEL VIRUS DE LA RABIA ......oooviiiieceee e 29
2.6 PREVENCION........oiiiiiiieeeie ettt ettt eae e ae et sste e eteeneeetesneesteanens 32
3. METODOLOGIA ...ttt ettt e eee e eane s 34
B.LUBICACION ..ottt ettt ettt et e ete et eete e eeeeneesteanens 34
3.2 TAMARNO DE LA MUESTRA ..ottt 35
B3 MUESTREOD ......coiiiteieeeeee ettt ettt ettt s et e st at et enenesaeeanens 35
3.4 IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES. .....c.covieieeieeeee e, 38
3.5 SACRIFICIO Y PROCESAMIENTO .....oviuiiiiiieieeeeeeeeee et 39
3.6 EXTRACCION DEL ARN TOTAL ..ottt 40
3.8 PCR SEMIANIDADO (NNRT-PCR.)....coiiviiieiiieeiee ettt 43
4, RESULTADOS. ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e 45
4.1 IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE QUIROPTEROS ......c.cccoovvveveeieeeens 45
4.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR. .....ooviiitieeeeeeeeee et 57
5. DISCUSION ...ttt ettt e et e e et et e e ere et s ste et e eteeneesreeneesreaneas 58



6. CONCLUSIONES. ....

RECOMENDACIONES

REFERENCIAS ...........

10



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Paises libres de rabia en el mundo 21
Tabla 2. Especie y ecologia de quiropteros positivos al VRAB en Colombia. 29
Tabla 3. Primers utilizados en la deteccion del virus de la rabia. 45
Tabla 4. Especies de quirGpteros capturados en este estudio. 46

Tabla 5. Pardmetros morfométricos de quirdpteros capturados en el departamento del
Tolima (periodo 2014-2016). 47

11



LISTA DE FIGURAS

Péag.
Figura 1. Conexién de la rabia silvestre al ecosistema urbano 24
Figura 2. Localizacion de los municipios muestreados en el estudio 35
Figura 3. Captura de un ejemplar de la especie Saccopteryx bilineata con una red de
niebla en el municipio de Mariquita, Tolima 37

Figura 4. Captura en refugio en puente de cataratas de medina Mariquita, Tolima

38
Figura 5. Refugio ubicado en el municipio de Alvarado, Tolima 38
Figura 6. Jaula plegable de contencion para quirGpteros 39
Figura 7. Diagrama de medidas morfométricas de un murciélago 40

Figura 8. Corte longitudinal sobre craneo de murciélago, para la obtencion de los
hemisferios cerebrales 41
Figura 9. Proceso de extraccion de ARN total por el método de Tiocianato de Guanidinio
- Fenol — Cloroformo 43
Figura 10. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Tadarida brasiliensis.
50
Figura 11. Fotografia y representacién diagramatica de la especie Artibeus Lituratus.
51
Figura 12. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Carollia perspicillata.
52
Figura 13. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Platyrrhinus dorsalis
53
Figura 14. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Saccopteryx
bilineata. 54
Figura 15. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Saccopteryx leptura.
55
Figura 16. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Molossus molossus.
56

Figura 17: Fotografia y representacion diagraméatica de la especie Desmodus rotundus.

12



57
Figura 18: RT-PCR y hnPCR para la deteccion del virus de la rabia en muestras de

quirépteros. 58

13



RESUMEN

La rabia es una enfermedad zoondtica mortal causada por un virus ARN neurotropico de
la familia Rhabdoviridae. La enfermedad se caracteriza por encefalitis y es responsable
de multiples muertes anuales de personas y animales. Los quirépteros son los principales
transmisores, reservorios y vectores del virus. En Colombia, un total de 35 casos de rabia
humana fueron reportados entre 2000- 2014 de los cuales 29 se relacionaron a
quirdpteros. La enfermedad es transmitida al humano principalmente por gatos
infectados que pudieron haber cazado murciélagos infectados. En el pais se ha
detectado el virus de la rabia en murciélagos hematéfagos y algunos murciélagos
urbanos, sin embargo, en el departamento del Tolima se carece de estudios
epidemiologicos dirigidos a conocer el estado sanitario de poblaciones de quirépteros en
su habitat natural. El diagndstico de la rabia se realiza mediante la deteccion del virus
principalmente en tejido nervioso, y se ha descrito la técnica de RT-PCR, como una
herramienta de alta sensibilidad y especificidad para su diagnostico. Estudios
epidemioldgicos de la rabia, han demostrado que diversas poblaciones de quirépteros
son capaces de actuar como vectores y/o reservorios del virus, por lo cual se ha sugerido
la vigilancia activa de las poblaciones de murciélagos. Este estudio buscé detectar el
virus de la rabia en encéfalo de quirdpteros silvestres capturados en algunos municipios
del departamento del Tolima a través de la técnica de RT-PCR. Dentro del estudio, se
realizd la caracterizacion morfométrica en 12 especies de quirépteros (n=91). Las
muestras analizadas mediante RT-PCR fueron negativas al virus de la rabia. Se concluye
gue si bien la técnica de RT-PCR es efectiva en la deteccion del virus de la rabia, la
cantidad de particulas virales en tejido de encéfalo de quirGpteros clinicamente sanos
posiblemente no es suficiente para su deteccion. Se recomienda ampliar el muestreo de
animales y aumentar la cobertura del analisis, asi como implementar técnicas

diagnosticas complementarias que permitan contrastar los resultados del RT-PCR.

Palabras clave: Chiroptera, enfermedad zoondética, Rhabdoviridae, variantes

geneéticas.
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ABSTRACT

Rabies is a deadly zoonotic disease caused by a neurotropic RNA virus of the
Rhabdoviridae family. The disease is characterized by encephalitis and is responsible for
multiple annual deaths of animals and people. Chiroptera are the main transmitters,
reservoirs and vectors of the virus. In Colombia, a total of 35 cases of human rabies were
reported between 2000 and 2014, of which 29 were related to Chiroptera. The disease is
transmitted to humans mainly by infected cats that may have hunted infected bats. In the
country, the virus has been detected in hematophagous bats and some urban bats,
however, in the department of Tolima, there is not epidemiological studies that allow to
know the health status of Chiroptera populations in their natural habitat. The diagnosis of
rabies is usually made by detecting virus particles in neurological tissues, and the RT-
PCR technique is also described as a tool of high sensitivity and specificity for its
diagnosis. Epidemiological studies of rabies, have shown that diverse populations of
Chiroptera are able to act as vectors and / or reservoirs of the virus, for which active
surveillance of bat populations has been suggested. This study sought to detect the
rabies virus in encephalon of wild Chiroptera captured in some towns of the department
of Tolima through the RT-PCR technique. Within the study, morphometric
characterization was performed on 12 bats species (n = 91). The samples analyzed by
RT-PCR were negative to rabies virus. Concluding that although the RT-PCR technique
is effective in the detection of rabies virus genetic material, the amount of viral particles
in brain tissue of clinically healthy bats may not be sufficient for detection. It is
recommended to extend the sampling of animals and increase the coverage of the
analysis, as well as implement complementary diagnostic techniques that allow

contrasting the results of the RT-PCR.

Key words: Chiroptera, zoonotic disease, Rhabdoviridae, genetic variants.

15



INTRODUCCION

La rabia es una de las enfermedades zoonéticas mas importantes en el mundo causada
por un virus de la familia Rhabdoviridae del género Lyssavirus altamente neurotropico
(Condori Condori, Streicker, Sanchez, & Velasco Villa, 2013). La enfermedad fue
documentada inicialmente por los antiguos griegos, los cuales acufiaron la palabra lyssa
que significa "violento", para aquellos perros que padecian la enfermedad. En el afio 100
DC, Celsus describié que la saliva del animal mordedor contenia el agente venenoso y
recomendod usar sobre la mordedura del perro rabioso agentes causticos, succionar o

quemar la herida, con el fin de prevenir el desarrollo de la afeccion (Fleming, 1872).

Las primeras escrituras de la enfermedad, datan de los afios 800-700 A.C entre las
cuales resalta la lliada de homero, la cual describe en sus pasajes a Cerberus, el perro
multi cabezas guardian del Hades::“Cerberus manifesté un comportamiento loco y emitio
sustancias venenosas de sus mandibulas”, haciendo referencia a la sinologia de la
enfermedad (Thomsen & Blaisdell, 1994). También se cree que Homero hablaba de la
rabia al referirse al "perro-estrella, o perro de Orion”, describiendo que esta ejercia una
influencia maligna sobre la salud de la humanidad" (Fleming, 1872). En aquel momento
se conocia que la enfermedad se presentaba principalmente en los perros, no obstante,

también era transmisible al ser humano.

En la actualidad el virus ha sido reportado en animales salvajes de todo el mundo
resaltando principalmente los pertenecientes al orden Carnivora y quiréptera. Se estima
gue la enfermedad causa cerca de 60.000 muertes humanas anuales, principalmente en

areas rurales de Asia y Africa (OIE, 2017).

El virus de la rabia (VRAB) ha sido aislado vy tipificado a partir de una gran cantidad de
especies de quirdpteros diferentes a las especies con habitos hematofagos (Desmodus
rotundus, Diphylla ecaudata, Diaemus young). Entre estas especies se reportan

insectivoros, frugivoros, y omnivoros. Especies insectivoras como Tadarida brasiliensis,
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presenta una alta prevalencia del virus y es responsable de varios casos de rabia en
Sudamérica, debido a que habita en ciudades donde encuentra refugios, una fuente
abundante de alimento y facilmente entra en contacto con los humanos (Fahl et al., 2015;
Nufiez et al., 2008).

En Colombia los principales transmisores del virus son los caninos y quirdpteros,
portadores de las formas epidemioldgicas urbanay silvestre respectivamente, esta Ultima
causante de la mayoria de casos de rabia en la ultima década, como sucedié en el
municipio de San Luis, Tolima donde se presento rabia en humanos, en Honda y Prado
se reporto rabia en bovinos, mientras que en Mariquita ocurrié un caso de rabia en un

perro, cuyo vector fue un murciélago (INS, 2014).

Asi, este estudio piloto de deteccion del virus de la rabia en quirépteros del departamento
del Tolima fue disefiado con el propoésito de aportar a la epidemiologia del VRAB en la
region, donde hasta el presente se carece de estudios epidemiologicos sobre rabia
silvestre. El estudio se ejecutd evaluando especies de murciélagos con diferentes habitos
alimenticios, los cuales podrian ser reservorios del virus y probablemente son ignorados
en los programas de vigilancia activa del pais, al solo centrarse en la captura de

Desmodus rotundus.

La deteccién del virus se realizdé a través de PCR con transcriptasa reversa y PCR
semianidado, por la alta sensibilidad que estas tienen, en comparacién con otras técnicas
de diagnostico rutinario, las cuales dependen de la integridad del tejido y donde las
muestras que se encuentran en estado de descomposicion pueden conducir a falsos
negativos (Aravindh Babu, Monoharan, Ramadass, & Chandran, 2012; Szanto, Nadin
Davis, Rosatte, & White, 2011).
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOS GENERALES

Determinar la presencia del virus de la rabia en quirépteros en el Departamento del

Tolima.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar el virus de la rabia en muestras de cerebro de quiropteros mediante las
técnicas de RT-PCR y PCR semianidado

e |dentificar especies de quirdpteros en algunas regiones del Tolima asociadas a la
presencia del virus.

e Preservar tejidos de quirdpteros positivos al virus de la rabia como herramienta
para diagndstico e investigacion de la rabia.

18



2. MARCO TEORICO

2.1 EL VIRUS DE LA RABIA

El virus de la rabia es un virus de ARN perteneciente al orden Mononegavirales (Calisher
& Ellison, 2012), género Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae (Jackson, 2013). El cual
posee forma de bala y mide 75 nm de diametro y 200 nm de largo (J. G. Williamson,
2010). La familia Rhabdoviridae incluye 14 especies acorde a su secuencia genémica,
estas especies son: Virus de la rabia (VRAB), Virus de murciélago de los Lagos (LBV),
Mokola virus (MOKYV), Duvenhage virus (DUVV), European bat lyssavirus type 1
(EBLV1), European bat lyssavirus type 2 (EBLV2), Australian bat lyssavirus (ABLV),
Aravan virus (ARAV), Khujand virus (KHUV), Irkut virus (IRKV), y West Caucasian bat
virus (WCBV) Bokeloh bat lyssavirus (BBLV), lkoma Lyssavirus (IKOV) y Shimoni bat
virus (SHIBV). Nueve de las catorce especies de la rabia (DUVV, EBLV1, EBLV2, ABLV,
ARAV, KHUV, IRKV, WCBYV y BBLV)) han sido aislados en murciélagos insectivoros.

Los miembros del genero Lyssavirus fueron divididos en tres filogrupos (I, 1l y IIl). El
Filogrupo I incluye VRAB, DUVV, EBLV1, EBLV2, ABLV, ARAV, KHUV, IRKV y BBLV
(Jackson, 2013; Kuzmin et al., 2010). Filogrupo Il incluye LBV y MOKV y SHIBV (Kuzmin
et al., 2011) y el Filogrupo Il compuesto por WCBV y IKOV (Kuzmin et al., 2010).

El genoma del virus de la rabia consiste aproximadamente de 12 kb de una cadena
simple no segmentada de ARN (Sato et al., 2005), que codifica cinco proteinas
estructurales: la proteina de la nucleocapside (N), una fosfoproteina (P), proteina de la
matriz (M), glicoproteina (G) y un ARN- dependiente de RNA polimerasa (L) en su orden
3’-N-P-M-G-L-5’ (Craig Greene, 2012). A pesar de conocer la estructura del virus , no se
han establecido parametros clinicos que permitan diferenciar la enfermedad causada

por las diferentes especies de Rhabdovirus (Scheffer et al., 2014).
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2.2 RABIA, LA ENFERMEDAD

La rabia se representa como una enfermedad neuro-invasiva caracterizada por
encefalitis aguda que consta de una fase de incubacién, fase prodrémica y una fase
neuroldgica aguda que concluyendo en la muerte del individuo. La enfermedad posee
dos manifestaciones clinicas, una forma furiosa (encefalica) y una forma paralitica (Fooks
et al., 2017). La rabia furiosa es la forma méas comudn en la rabia humana, presentandose
casi en el 80% de los casos. La rabia paralitica se caracteriza por paralisis flacida en el
miembro mordido, que asciende simétrica 0 asimétricamente, mientras que la rabia
furiosa manifiesta hiper-excitabilidad, disfuncion autondmica, hidrofobia y aerofagia
(Hemachudha et al., 2013; Leung, Davies, & Ellis Hon, 2007).

La rabia es endémica en todos los continentes. El virus clasico tiene una distribucion
mundial, con excepcion de unas pocas naciones insulares, como Gran Bretafa, Irlanda,
Nueva Zelanda y Hawai, los continentes de Australia, la Antartica, la Antartida y un
namero creciente de paises de Europa Occidental (Tabla 1) (Black, Lowings, Smith,
Heaton, & McElhinney, 2002). La rabia es una enfermedad fatal invariable,
particularmente cuando los signos clinicos se han desarrollado. Los animales rabiosos
comunmente muestran cambios neurolégicos como agitacion, agresividad, confusion

mental, hidrofobia, sialorrea, paraparesis y tetraparesia (Mendes et al., 2009).

En Latinoamérica la rabia es clasificada en dos formas epidemiolégicas, rabia urbana y
silvestre. ElI murciélago vampiro comun (Desmodus rotundus) es conocido como el
principal reservorio del VRAB a lo largo del area de distribucion natural de la especie,
desde México hasta América del Sur. EIl D. rotundus se correlacioné con la variante
murciélago vampiro del VRAB, la cual es mas prevalente que la variante del perro del
VRAB en Peru, sin embargo, la prevalencia de cualquier variante del virus de la rabia
puede depender de los planes de vacunacion locales o regionales contra el virus
(Condori Condori et al., 2013).

20



Tabla 1. Paises libres de rabia en el mundo.

Region

Paises / Localidades

Africa

Islas Canarias, Cabo Verde, Mayotte, Islas Madeira, Reunion, Santa

Helena.

Americas y
el caribe

Anguila, Antigua y Barbuda, Argentina, Aruba, Isla Ascension, Bahamas,
Barbados, Bermudas, Islas Virgenes Britanicas, Islas Caiman, Chile,
Costa Rica, Dominica, Isla de Pascua, Islas Malvinas, Islas Galapagos,
Guadalupe, Jamaica, Martinica, Montserrat, Antillas Holandesas, San
Cristébal y Nieves, Santa Lucia, San Martin, San Vicente y las
Granadinas, Georgia del Sury Sandwich del Sur, Trinidad y Tobago, Islas

Turcas y Caicos, Uruguay, Islas Virgenes britanicas y estadounidenses.

Asiay Medio
Oriente

Territorio britanico del Océano indico, Chipre, Hong Kong, Japén, Macao,

Maldivas, Singapur.

Europa

Albania, Andorra, Austria, Azores, Islas Baleares, Bélgica, Cabrera, Islas
del Canal, Corcega, Republica Checa, Dinamarca, Estonia, Islas Feroe,
Finlandia, Formentera, Francia, Alemania, Gibraltar, Ibiza, Islandia,
Irlanda, Isla de Man, Italia, Letonia, Liechtenstein, Luxemburgo, Mallorca,
Malta, Menorca, Ménaco, Paises Bajos, Noruega (excepto Svalbard),
Portugal, San Marino, Espafia (excepto Ceuta y Melilla), Suecia, Suiza,

Reino Unido.

Oceania

Samoa Americana, Australia, Isla de Navidad, Islas Cocos, Islas Cook,
Fiji, Polinesia Francesa, Guam, Kiribati, Islas Marshall, Micronesia,
Nauru, Nueva Caledonia, Nueva Zelanda, Niue, Isla Norfolk, Islas
Marianas del Norte, Palau, Papua Nueva Guinea, Islas Pitcairn, Samoa,
Islas Salomén, Tahiti, Tokelau, Tonga, Tuvalu, Vanuatu, Islas Wake y las

Islas del Pacifico de los Estados Unidos, Islas Wallis y Futuna.

Antarctica

Antarctica

Fuente: (Centers for Disease Control and Prevention, 2017)
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2.3 PATOGENESIS DE LA RABIA

El VRAB puede entrar al organismo por diferentes vias tales como mordedura o arafiazos
de un animal rabioso, el cual puede permanecer latente cerca del sitio de inoculacién

durante largos periodos de tiempo.

El virus se replica lentamente dentro de las células musculares, hasta que llega a la unién
neuromuscular y migra al sistema nervioso central (SNC) (Leung et al., 2007). La
glicoproteina viral (proteina G) es esencial para la dispersion transinaptica usando los
receptores de acetilcolina nicotinicos de las células en las uniones neuromusculares
(Stepien, Tripodi, & Arber, 2010). El virus migra a lo largo de los nervios periféricos, en
el sistema nervioso central migra a través de transporte axdnico retrogrado, a una
velocidad de 12 a 100 mm/dia (Jackson, 2003), un proceso que se ve facilitado por la
proteina viral P dentro de los axones (Dietzschold, Faber, & Schnell, 2003). En el sistema
nervioso central, el virus replica en las neuronas induciendo necrosis e inflamacién
(McKay & Wallis, 2005). Alli el virus se distribuye a otros 6érganos del cuerpo, alcanzando
las glandulas salivales, donde se puede encontrar el virus en altas concentraciones en
la saliva, nervios periféricos y otros érganos (Craig Greene, 2012). La excrecion del virus
en la saliva varia segun la especie. En perros se reporta que la excrecion del virus en la
saliva depende de la dosis inoculada y el periodo de morbilidad (intervalo entre inicio de
signos clinicos y muerte del individuo). reportandose que una dosis viral alta genera un
periodo de morbilidad corto (menos de un dia) con baja cantidad o ausencia del virus en
la glandula salival, por el contrario, perros inoculados con bajas dosis virales tendran un
periodo de incubacion largo, con altos titulos virales en la glandula salival y altos niveles
de excrecion por la saliva. Un estudio evalu6 el tiempo de excrecion de la saliva en perros
inoculados con dos cepas virales (Cepa etiope y cepa mexicana). En perros inoculados
con la cepa etiope el tiempo de excrecion del virus por saliva se inicié 13 dias antes del
inicio de la observaran de signos de la enfermedad y hasta tres dias posterior a estos,
por el contrario con la cepa mexicana el virus inicio la excrecion por saliva siete dias
antes de la presentacion de la enfermedad hasta dos dias después de estos (Fekadu,
Shaddock, & Baer, 1982).
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2.4 TRANSMISION

La enfermedad se transmite por lo general de un animal infectado a uno susceptible
(Calisher & Ellison, 2012), por la infiltracion de la saliva cargada del virus a través de la
herida generada por la mordedura, arafiazo o por la exposicion de la saliva a la superficie
de las mucosas (WHO, 2013). También se ha reportado la transmision por inhalacién de
aerosoles cargados con el virus en cuevas con una alta poblacién de murciélagos
infectados (Mantilla, Sierra, Garcia, & Pradilla, 2010). Otras posibles vias de transmision
incluyen, 6rganos trasplantados de donantes con rabia no diagnosticada o diagnosticada
erroneamente (Chen et al., 2017; Maier et al., 2010; Srinivasan et al., 2005) y la ingestion
de leche no pasteurizada de vaca rabiosa, dado que la leche puede contener el virus y
tedricamente es posible la transmision por esta via (Leedom, 2006).

Sin embargo, en el pais la transmisidén de la enfermedad se vincula principalmente a los

gatos, que debido a su comportamiento predador, cazan murciélagos infectados,
contraen la enfermedad y luego la transmiten al humano (INS, 2014) (Figura 1).
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Figura 1. Conexion de la rabia silvestre al ecosistema urbano. 1. El gato caza a un
murciélago infectado. 2. El gato es mordido, el virus ingresa al cuerpo a través de la
herida por infiltracion de saliva, y el virus se replica en los masculos periféricos cercanos
a la herida y migra al SNC. En el SNC, el virus se distribuye a otros 6rganos, llegando
finalmente a las glandulas salivales. 3. El animal rabioso muestra cambios neuroldgicos.
4. El animal esta predispuesto a atacar a seres humanos u otros animales, infectandolos.

El ciclo se repite y causa la muerte del individuo infectado.

Fuente: el autor

2.5 RABIA EN MURCIELAGOS

La clase Mammalia tiene 5.416 especies, de las cuales 1.120 pertenecen al Orden
Chiroptera siendo el segundo grupo mas grande mamiferos en el planeta (Sodré, Gama,
& Almeid, 2010). Los murciélagos tienen una distribucion mundial, ausentes sélo en las
regiones polares y algunas islas oceanicas. La mayoria de ellos viven en regiones

tropicales y subtropicales, aunque pueden ser encontrados en las regiones templadas
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(Fahl et al., 2015). Se ha descrito un gran niumero de especies de murciélagos como
reservorios del VRAB, sin embargo, destacan aquellas con habitos alimenticios
insectivoros, los cuales pueden ser encontrar en casi todas las zonas de vida, junto con
otras especies de murciélagos de habitos frugivoros y hematoéfagos, estos Ultimos se
limitan a América Latina, de los cuales solo el Desmodus rotundus es bien conocido

como reservorio del VRAB (Johnson, Ceballos, & Setien, 2014).

La mayoria de lyssavirus junto con el VRAB tienen murciélagos como reservorios
naturales. Los quirdpteros, al ser longevos y excepcionalmente sociables conviven en
colonias con especies de diferentes habitos alimenticios, permitiendo tener el virus
circulando en ambiente, sometiendo los individuo de la colonia a multiples exposiciones
del VRAB a lo largo de su vida (Turmelle, Jackson, Green, McCracken, & Rupprecht,
2010). Se ha reportado que murciélagos hematéfagos, frugivoros e insectivoros pueden
transmitir el VRAB (Sodré et al., 2010), y segun andlisis filogenético, se sabe que existen
variantes o linajes de virus especificos por especie, hallando linajes propios de los
murciélagos insectivoros, frugivoros, hematéfagos entre otros (Allendorf et al., 2012; Fahl
et al., 2012)

El virus puede estar presente en diferentes tejidos de los murciélagos, y en particular su
presencia esté asociado con la cavidad bucal, la saliva y la grasa marron. El VRAB fue
detectado en las especies Artibeus lituratus (13), Myotis nigricans (4), Eptesicus furinalis
(5), Eptesicus diminutus (1), Lasiurus blossevillii (1), y Lasiurus ega (2) a través de la
técnica de hnRT-PCR en Brasil. El virus se detect6 en: lengua (92% y 85%), grasa
marron (82% y 77%), pulmones (62% y 77%), corazén (42% y 77%), estomago (92% y
64%), higado (38% y 67%), bazo (43% y 27%), vejiga (73% y 88%), rifidn (77% and
38%), intestino (77% y 38%), heces (38% y 42%) de murciélagos frugivoros e
insectivoros respectivamente. Cabe sefalar que el virus se encontré6 en mayor
proporcion en el estbmago de los murciélagos frugivoros en comparacion del murciélago
insectivoro, una posible razén, podria ser que los murciélagos infectados defecan sobre

las frutas, que luego son comidas por los murciélagos frugivoros, ingiriendo asi el virus.
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Al contrario, los murciélagos insectivoros debido a sus habitos alimenticios tuvieron una

menor carga viral en estos érganos (Allendorf et al., 2012).

2.6 CASOS DE RABIA'Y VARIANTES DEL VIRUS EN COLOMBIA

En Colombia el virus de la rabia se ha agrupado en tres variantes, virus colombiano
variante genética | (aislado en Arauca y la region Central del pais), virus colombiano
variante genética Il (aislado en la region del Caribe) y el tercer grupo, que consiste en
virus aislados de dos especies de murciélagos insectivoros (Eptesicus brasiliensis y
Molossus molossus), tres caninos domeésticos y un humano. La secuenciacion de su
genoma indicé que los aislamientos agrupados en el tercer grupo fueron variante
murciélago del VRAB y este fue el primer hallazgo que asocio a los murciélagos a la rabia
en perros y en humanos en Colombia (A Paez, Nlnez, Garcia, & Béshell, 2003). La rabia
en Colombia y en otros paises latinoamericanos es un problema importante para la
economia y la salud publica. Esta enfermedad se categoriza como rabia urbana o
silvestre, la cual tiene distintos ciclos epidemiolégicos (Andrés Péez et al., 2009;
Valderrama et al., 2006). La rabia urbana se transmite generalmente por el perro
doméstico, quien es el principal transmisor y reservorio del virus en esta forma
epidemioldgica, mientras que la rabia silvestre es transmitida por los murciélagos, los
cuales transmiten la enfermedad a los bovinos y equinos (A Péaez et al., 2003). Las
variantes silvestres de la rabia identificados en Colombia son V3 (murciélagos
hemato6fagos), V4 (murciélago insectivoro), V5 (murciélago hematéfago) y V8 (zorrillo)
(Torro, Martinez, Saad, Diaz, & Vega, 2009). Un estudio que analizé un total de 124
muestras obtenidas de casos de rabia humana y 8 de otras especies de mamiferos
dentro del periodo 1994-2005, permitié caracterizar ocho linajes genéticos (LG), LG1,
LG2, LG3, LG4, LG5, LG6, LG7 y LG8 del virus de la rabia. Los analisis filogenéticos de
la secuencia parcial del gen de la nucleoproteina determinaron variantes especificas
dentro de esos genotipos. El LG4 comprendio la Variante (V) V3 y V8 y una variante no
determinado (ND), las cuales se asociaron con murciélagos hematofagos, el LG5 y LG6
consistié en V4 virus asociados con murciélagos Tadarida brasiliensis, el LG5 se agrupo

de forma independiente. El LG7 y LG8 segreg06 independientemente dentro de grupos
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asociados con colonias de murciélagos insectivoros y murciélagos solitarios, no
obstante, la variante es desconocida. Los virus de la rabia aislados de los humanos se
agruparon en LG2, LG3 y LG4, correspondian a V1, V3, V8 y ND (Andrés Péez, Velasco
Villa, Rey, & Rupprecht, 2007).

El virus de la rabia fue aislado por primera vez a partir de murciélagos en Colombia por
Alarcén en 1968, quien reportd el aislamiento de dos cepas del virus de la rabia en
murciélagos insectivoros y frugivoros (Myotis nigricans, Lasiurus ega y Carollia
perspicillata) capturados en los departamentos de la Guajira, Santander y Antioquia,
otras especies de murciélagos como Glossophaga longirostris, Artibeus lituratus
palmarum, Platyrrhinus helleri (Vampyrops helleri), Trachops cirrhosus cirrhosus,
Peroptexys kappleri, Phyllostomus hastatus, Sacopexis bilineata y Molossus molossus,
fueron negativas a la presencia del virus (Alarcon, Osorio, Bernal Cubides, & Lleras
Pizarro, 1968).

El perro y el Desmodus rotundus son los dos principales reservorios y vectores del virus
de la rabia en Colombia, no obstante los murciélagos insectivoros han sido descritos
como vectores del virus (Andrés Péez et al., 2007). Las V3 y V4 del virus de la rabia
tienen mayor prevalencia en Colombia, y esta situacién parece estar influenciada por el
aumento en la deforestacion que obliga a los murciélagos a hospedarse en zonas
urbanas, cuyas estructuras le brindan refugio, causando las interacciones mas
frecuentes entre humanos y murciélagos, e incrementando el riesgo de transmision de la
enfermedad (Nufiez, Bonelo, Hernandez Rojas, Zapata Osorio, & Torres Valencia, 2010).
En el norte de Colombia, la V4 asociado a los murciélagos frugivoros e insectivoros, se

aislé de un perro y un humano (A Paez, Saad, Nufez, & Boshell, 2005).

En la zona Urbana de Cali, las especies Carollia perspicillata, Artibeus lituratus,
Eptesicus brasiliensis, Myotis nigricans, Molossus molossus, y Tadarida brasiliensis
fueron reportadas como transmisores del virus de la rabia en el periodo comprendido
entre diciembre del 2000 a junio del 2002 (Alberico, Saavedra R, & Garcia Paredes,

2005). El Instituto Nacional de Salud de Colombia ha reportado un numero considerable

27



de casos de rabia silvestre transmitida por murciélagos desde el afio 2000. Un total de
treinta y cinco casos de rabia humana, veintidés de esos casos fueron transmitidos por
murciélagos, ocho por gatos, y cinco por perros. En cuanto a las variantes del virus, dos
eran variante VA (atipica), cinco V1 (perros domésticos y salvajes, mangostas y coyotes),
veinticuatro V3 (murciélago hematofago), tres V4 (murciélago insectivoro), y uno de los
casos V8 (zorrillo) (INS, 2014). Se reportan brotes del VRAB en gran magnitud en Bajo
Baudo, Chocd, donde se establecié al Desmodus rotundus como el principal causante
del VRAB silvestre (Valderrama et al., 2006).

Los brotes de rabia causados por variantes V3 también se han registrado en San Luis de
Palenque, Casanare, Floridablanca, y Santander (INS, 2014), En Santander de
Quilichao, Cauca, se reporto la transmision de la rabia al humano por mordedura de gato,
el cual actu6é como vinculo entre la rabia silvestre y el ecosistema urbano (Paez et al.,
2009). Los gatos por lo general se infectan por contacto con murciélagos debido a su
comportamiento depredador (Figura 8) (Andrés Paez et al., 2009) y en Encino y
Piedecuesta, Santander, se reportaron otros dos casos de rabia humana causada por la
V3 transmitida por gato y un murciélago hematofago, respectivamente. Los brotes de
rabia causados por la V4 fueron reportados en Roldanillo, Valle del Cauca y en Moniquira,
Boyaca, donde se identific6 el murciélago insectivoro Tadarida brasiliensis como
principal reservorio (Nufiez et al., 2010). En Barrancabermeja, Santander un brote fue
causado por la VA. La VA del virus de la rabia de origen silvestre también fue responsable
de la muerte de un nifio que estuvo en contacto con un gato en el municipio de San Luis,
Tolima en el 2010 (INS, 2014). En la tabla 2 se listan las especies de murciélagos, de las
cuales se ha aislado y/o detectado el virus de la rabia en Colombia.

Tabla 2. Especie y ecologia de quiropteros positivos al VRAB en Colombia.

Especie Ecologia Referencia
Carollia perspicillata  Frugivoro (Alarcon et al., 1968)
Myotis nigricans Insectivoro (Alarcon et al., 1968)
Lasiurus ega Insectivoro (Alarcon et al., 1968)
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Especie Ecologia Referencia
Eptesicus Insectivoro (Andres Paez, Nufiez,
braziliensis Garcia, & Boshell, 2003)
Desmodus rotundus  Hematoéfago (Mendes et al., 2009; Paez

et al., 2009)

Phyllostomus

Frugivoro- insectivoro

(Nufez et al., 2010)

hastatus
Uroderma bilobatum  Insectivoro (Nufez et al., 2010)
Molossus molossus  Insectivoro (Nufez, Paez, Hernandez,

Escobar, & Bonelo, 2012)

2.7 DIAGNOSTICO DEL VIRUS DE LA RABIA

La rabia siempre debe ser confirmada por pruebas de laboratorio, realizando una
necropsia y tomando muestras de tejido del sistema nervioso central, retiradas del craneo
(McElhinney, Marston, Brookes, & Fooks, 2014). El diagndstico del virus se lleva a cabo
mediante la deteccion de antigenos virales y anticuerpos en contra del virus, deteccion
del virus en tejidos, acidos nucleicos virales, amplificacion de particulas del virus o

pruebas serologicas (Jackson, 2011).

2.7.1 Prueba de inoculacién en ratdn (mouse inoculation test (MIT)): Consiste en inocular
en ratones via intracerebral, un sobrenadante clarificado homogeneizado de un 10 a 20%
(p/v) de material cerebral (incluyendo tronco cerebral, corteza, asta de Ammon, tdlamo y
bulbo raquideo) en una solucién isoténica bufferada con antibiéticos. Se inoculan grupos
de 3a 10 ratones, de 3-4 semanas de edad, y un peso corporal entre 12-14 g. Los ratones
son observados por 28 dias, cada raton muerto se examina y se evalla, buscando
detectar el VRAB, por medio de las técnicas descritas para su deteccion. En el caso de
ratones recién nacidos, estos pueden ser evaluados en los dias 5, 7, 9 y 11 post
inoculacion. Cualquiera muertes que se produzca durante los primeros 4 dias se

consideran como no especifica debido al estrés y/o infeccion bacteriana (OIE, 2013).
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2.7.2 Prueba de inmunofluorescencia (fluorescent antibody test (FAT)): Es la prueba
diagnostica mas utilizada para la deteccion del virus de la rabia, y es considerada por la
OMS y la OIE como la prueba Gold standard la cual puede ser utilizada directamente en
un frotis. La prueba utiliza inmunoglobulinas purificadas previamente conjugadas con
isotiocianato de fluoresceina (FITC), que se afiade a un frotis de tejido cerebral fijado con
acetona, preferiblemente hecha de varias partes del sistema nervioso central. FAT
proporciona un diagnostico fiable en 98 a 100% de los casos de todas las cepas del
VRAB si se usa un potente anticuerpo conjugado. En los casos de resultados no
concluyentes de la FAT, se puede utilizado en conjunto con MIT o cultivo celular para
mejorar los resultados, sin embargo, muestras de tejidos descompuestos no deben
utilizarse (Wacharapluesadee et al., 2012). FAT se puede aplicar en las secciones
frescas o congeladas de tejidos del cerebro, con resultados muy similares (sensibilidad
99,8% y 100% de especificidad) cuando se aplica a tejidos frescos o fijados con formalina
(Whitfield et al., 2001).

2.7.3 PCR de transcripcién reversa (RT-PCR): Esta técnica se ha descrito como una
herramienta sensible y especifica para propositos como el diagnostico rutinario del VRAB
(Aravindh Babu et al., 2012). Consiste en la utilizacion de una transcriptasa reversa para
sintetizar una copia de ADN complementario a partir del ARN viral, seguido del uso de la
PCR convencional para amplificar un fragmento del gen del virus (Sambrook & Russell,
2001).

La técnica se puede utilizar para detectar el virus de la rabia en muestras descompuestas
gue llegan a menudo para su diagnéstico, debido al deterioro por el clima y fluctuaciones
en la temperatura durante el transporte y almacenamiento (Biswal, Ratho, & Mishra,
2007). Los resultados positivos en este tipo de muestras son fiables, pero los resultados

negativos pueden no ser validos (McElhinney et al., 2014).

En un estudio al comparar el RT-PCR y el MIT para la deteccion de virus de la rabia en
95 muestras positivas que se almacenaron durante 4-13 afios a -20 y -80 C, revelé que

so6lo 32 (33,6%) de las muestras fueron positivas con la prueba de inoculacion en raton,
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en cambio el RT-PCR detectd el genoma viral en 62 muestras (65,3%). Las muestras
gue se almacenaron por un periodo mayor a 10 afios dieron 59,7% de positividad por
RT-PCR y so6lo un 22,1% por el MIT (Cardoso Lopes, Rossignolo Venditti, & Queiroz,
2010).

2.7.4 RT-PCR semianidado (hnRT-PCR): Es una de la técnica mas sensible y rapidas
para el diagndstico de la rabia. El método se puede aplicar en animales vivos y muestras
recogidas post mortem cuando el cerebro se encuentra en un estado de descomposicion.
Esto no solo proporciona la deteccion rapida de virus, sino que también ofrece el material
necesario para la secuenciacion de los productos de PCR Yy la identificacion del origen
de la cepa y otros analisis epidemiologicos (Smreczak, Orlowska, Trebas, & Zmudzinski,
2008). Estudios recientes an desarrollado primers que permiten la tipificacion especifica
de variantes antigénicas del VRAB a partir de la amplificacién de fragmentos invariables
del gen N mediante el uso de PCR semianidado o PCR en tiempo real, siendo una
alternativa a la tipificacion rutinaria a partir de la identificacion de anticuerpos producidos
por el individuo infectado, por medio del test de anti cuerpos fluorescente indirecto
(Bastida, Ramirez, Chavira, Lara, & Zarate, 2016).

2.7.5 PCR en tiempo real: Es una prueba alternativa que ha demostrado ser mas sensible
que la hnRT-PCR y se puede utilizar para ampliar ain mas los limites de deteccién de
ARN del VRAB (Fooks et al., 2009). Esta técnica permite evaluar el analisis de la
expresion génica, la determinacién de la carga viral y la deteccion de organismos
genéticamente modificados (Hoffmann et al., 2009). En esta técnica los primers estan
diseflados de tal manera que se genera una sefial fluorescente sélo cuando estos se
incorporan en un producto de amplificacion. La detecciébn de secuencias diana se
produce mediante el monitoreo de la fluorescencia generada por los fluoroforos
intercalados o primers marcados con fluoréforos y usados como sondas especificas
(Nazarenko, Bhatnagar, & Hohman, 1997). Este ensayo tiene una sensibilidad y
especificidad extrema que le permite la amplificacion y cuantificacion simultanea de
secuencias especificas de acidos nucleicos haciéndolo excepcional para el diagndstico

de este agente infeccioso (Espy et al., 2006; Nazarenko et al., 1997). La PCR en tiempo
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real se comparé con RT-PCR convencional para analizar muestras de saliva de 21
pacientes sospechosos y se encontrd que la sensibilidad fue superior (75% vs. 37%) a
la ofrecida por RT-PCR (Nagaraj et al., 2006).

2.7.6 Enzimoinmunoensayo (enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)): EI ELISA es
la prueba diagndstica mas utilizada para la rabia, la cual mide inmunoglobulinas
especificas, tales como IgM. Consiste en la deteccidon de anticuerpo neutralizantes del
VRAB en muestras de suero tomadas del animal sospechoso (Jackson, 2011). La prueba
reduce el tiempo, facilita la manipulacion y evita el uso de laboratorios con nivel de
bioseguridad 2 o 3, no requiere del virus vivo o cultivos celulares y puede ser
automatizado. La prueba fue desarrollada para carnivoros domésticos y silvestres y es
la Unica técnica certificada y recomendada por la OIE para la deteccion del VRAB. Sin
embargo, aunque esta prueba puede tener el 100% de especificidad, la sensibilidad
estuvo alrededor del 78,2% cuando se evaluaron 593 muestras de carnivoros domeésticos
(Wasniewski et al., 2013, 2014).

2.8. PREVENCION

La OMS indica que la principal estrategia para la prevencién, control y eliminacion de la
rabia es la vacunacién preventiva en los perros y otros animales domésticos. Esta
inmunizacioén previa a la exposicion puede también ser usada en personas que viven en
zonas con alto riesgo de exposicion como en zonas rurales o individuos involucrados en
actividades como ciclismo, acampar, senderismo y para aquellos que trabajan con el
virus de la rabia u otros lyssavirus, o personas involucradas en cualquier actividad que
pudiera llevarlos profesionalmente o no a estar en contacto directo con murciélagos,
carnivoros y otros mamiferos que puedan ser posibles transmisores del virus (WHO,
2016).

La rabia es una enfermedad que puede prevenirse en un 100% con la vacunacion (WHO,
2016). El biolégico debe cumplir con los requisitos establecidos por la OIE, protegiendo

contra todas las variantes del VRAB, exceptuando MOKV y LBV que generan poca o
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ninguna proteccion cruzada. La OIE define la vacuna contra la rabia como una
formulacién estandar que contiene una cantidad definida de inmunogenos que deben
conferir inmunidad protectora durante al menos 1 afio y su uso debe ser determinado de

acuerdo a la especie animal a inmunizar.

Hay dos tipos de presentaciones de las vacunas contra la rabia, la forma inyectable
indicada para su uso en animales domésticos y la forma oral para los animales salvajes
y silvestres que no pueden ser fisicamente alcanzados (OIE, 2008). La vacunacion oral
de la fauna silvestre contra la rabia, ha demostrado ser eficaz para eliminar la

enfermedad en varios paises europeos (Wasniewski et al., 2013).

En el caso de un potencial ataque de un animal rabioso, se debe informar
inmediatamente a las autoridades sanitarias competentes para iniciar una investigacion
apropiada (estudio del foco, vacuna antirrabica de perros y gatos de la zona, observacion
del animal sospechoso, toma y envio de muestras, vigilancia activa institucional). Se
recomienda evitar los animales silvestres como mascotas y no manipular o interactuar
con animales sospechosos de portar la enfermedad (perros, gatos, ganado vacuno) o
manipular quirépteros que se encuentren en el suelo o presenten un comportamiento
anormal (Ministerio de salud y proteccion social, 2014). Las autoridades competentes de
cada pais deben contar con un sistema de vigilancia activa y programas de vacunacion
apropiada en las zonas con alto riesgo de exposicion a la enfermedad. (OIE, 2008) y en
el caso de que una persona no vacunada, sea mordida por un animal rabioso, al individuo

se le debe administrar inmunoglobulina antirrabica post exposicion (Leung et al., 2007).
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3. METODOLOGIA

3.1 UBICACION

La figura 2 muestra la localizacion de los diferentes municipios del departamento del
Tolima donde se llevd a cabo el muestreo de quirépteros. Los predios muestreados
fueron aquellos donde sus propietarios solicitaron el servicio de control de murciélagos

hematoéfagos, por la presentacion de mordeduras en animales del lugar.

Figura 2. Localizacién de los municipios del Departamento del Tolima incluidos en la

deteccion del virus de la rabia en murciélagos del medio natural.

. Municipios muetreados

I Municipios no muetreados

Fuente: el autor
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3.2 TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra se estim6 a través de la férmula descrita previamente
(Thrusfield, 2005) con un nivel de confianza del 95%, una precision o error del 5% y una

prevalencia esperada del 5% (Nufiez et al., 2008).

Z?x pxq
42

Doénde:
z2 = coeficiente del nivel de confianza prefijado (1.962, nivel de confianza de 95%)
p = proporcidn esperada (en este estudio 5% = 0.05)
q=1-p
d= precision (en este estudio un 5%; 0.05)

Asi, el tamafio de la muestra obtenida a través de dicha formula fue de 73, no obstante,
para efectos de este trabajo y garantizar una muestra representativa, se tomaron en total

91 quirépteros.

3.3 MUESTREO

El muestreo se llevé a cabo en diferentes municipios del Tolima, durante el periodo
comprendido entre el mes de septiembre del 2014 y el mes de marzo del 2017. Se recibio
acompafamiento y supervision de la actividad por parte de funcionarios del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) y se abordaron los predios que fueron previamente
afectados por mordedura de murciélago en animales domeésticos, cuyos propietarios
solicitaron al ICA el servicio de control de murciélagos vampiros. Para la captura se
procedio a seleccionar un lugar sin presencia de arboles que permitiese hacer un corral

provisional, donde se instalaron las redes de niebla a su alrededor.
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En dicho corral los animales mordidos debian pasar tres noches, cebando los
murciélagos, para que el dia de la captura se tuviera certeza de su presencia. El dia de
la captura los animales se encerraban en horas de la tarde, cuando aun habia luz del
dia, se limpiaba el area al rededor del corral entre 1 y 3 m fuera de este, evitando
cualquier basura o rama que pudiese enredarse con las redes de niebla. Las redes se
ubicaron a 1 o0 1,5 m alrededor del corral, procurando que cubriesen todos los flancos
por donde pudiesen ingresar los quirépteros. Una vez oscurecia, se extendian las redes
a ras de suelo y se elevaban hasta aproximadamente 2 m de altura, buscando que los
cordones longitudinales quedasen tensos y la red formase bolsillos en direccién al corral.
Las redes se revisaban cada 30 min y una vez capturado un individuo, este se retiraba
de la red evitando lastimarlo (Figura 3) y se colocaba en una jaula diferente segun sus
habitos alimenticios (frugivoro, insectivoro, hematofago, carnivoro, nectarivoros), en su
defecto sacos de tela. Las redes se recogian a las 12:00 am o segun el calendario lunar
(ICA, 2004).

Figura 3. Captura de un ejemplar de la especie Saccopteryx bilineata con una red de

niebla en el municipio de Mariquita, Tolima.

Fuente: el autor
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Dado el caso que fuese en un refugio, los animales eran ahuyentados, esperando que
guedaran atrapados en redes estratégicamente posicionadas, de alli, éstos eran aislados

e introducidos en sus respectivas jaulas.

Figura 4. Captura en refugio en puente de cataratas de medina Mariquita, Tolima.

Fuente: el autor
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De los individuos capturados, se tomaron murciélagos hematéfagos, frugivoros e
insectivoros, los cuales se transportaban hasta el laboratorio de biologia molecular de la

Universidad de la Tolima.

Figura 6. Jaula plegable de contencién para quirGpteros.

Fuente: el autor

3.4 IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES.

Para la identificacion de las especies se utilizaron descripciones y claves dicotdbmicas
basandose en medidas morfométricas tomadas de los individuos con un calibrador de
vernier (Fernandez, Guerrero, Lord, Ochoa, & Ulloa, 1988; Gardner, 2007). Entre los
parametros morfolégicos se obtuvieron datos de longitud total, longitud de cola, oreja,
trago, hoja nasal, antebrazo, envergadura, pata con ufia, pata sin ufia y calcaneo.
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Se clasificaron segun sus habitos alimenticios: frugivoro (F), insectivoro (I), hematofago
(H), carnivoro (C), nectarivoros (N) (Soriano, 2000) ademas fueron identificados con su
respectivo codigo de inclusion en el estudio (HO1, HO2, HO3, 104, F05...).

Figura 7. Diagrama de medidas morfométricas de un murciélago. 1. Longitud cabeza
cola, 2. Longitud de cola, 3. Longitud de pie, 4. Antebrazo, 5. propatagio, 6. poléx, 7.
calcar, 8. uropatagio, 9. plagiopatagio, 10. dactilopatagio, 11. dactilopatagio mayor, 12.
dactilopatagio menor, 13. segundo dedo, 14. tercer dedo, 15. cuarto dedo, 16. quinto
dedo.

Fuente: el autor

3.5 SACRIFICIO Y PROCESAMIENTO

Los individuos fueron sacrificados de acuerdo a los lineamientos del ICA, donde se
procedié a un aturdimiento a bajas temperaturas. En general los quirépteros fueron
recibidos en su gran mayoria muertos congelados (ICA, 2004). Los quirépteros que
arribaron vivos al laboratorio fueron sacrificados mediante inhalacion de éter y
posteriormente se tomaban los respectivos datos morfométricos, se proseguia con la

diseccién del craneo, separando lo de articulacion atlanto-occipital y realizando un corte
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longitudinal sobre este con una hoja de bisturi quirargico N° 24 separando el craneo a la
mitad (Figura 8), una mitad se fij6 en formalina bufferada al 3,7 % y de la otra mitad se
tomaba una pequefia porcion de la medula oblonga (aproximadamente 0.3 - 0.5 mm X
0.3 mm)) la cual se introducian en 250 pL de reactivo Trlzol™ (Invitrogen) para la

extraccion de ARN total.

Figura 8. Corte longitudinal sobre craneo de murciélago, para la obtencion de los

hemisferios cerebrales.

Fuente: el autor

3.6 EXTRACCION DEL ARN TOTAL

El ARN total se extrajo por medio del reactivo TRIzol™ (Invitrogen, USA) dispensando
250 pL de reactivo en un tubo microtubo de 1.5 -2 mL, en el cual se introducia el
fragmento de tejido aproximadamente de 0.3 - 0.5 mm x 0.3 mm de diametro,

homogenizandose el tejido con una jeringa de insulina acoplada a una aguja calibre 21,
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succionando el Trlzol™ vy lisando el tejido con la aguja. Una vez homogenizado se

adicionaba 250 uL de Trlzol™ y se continuaba hasta su completa homogenizacion.

El tejido homogenizado en Trlzol™ se incub6 a temperatura ambiente por 15 min y
posteriormente se adiciono 100 pL de cloroformo (causa la desnaturalizacion de las
proteinas volviéndolas solubles en la fase organica o interface, mientras que los acidos
nucleicos permanecen en la fase acuosa), y se procedié a mezclar vigorosamente el

contenido del tubo, seguido de incubacion por otros 5 min a temperatura ambiente.

La suspension del tejido en Trlzol™ + Cloroformo fue centrifugada a 12.000 rpm por 5
min a 4 °C, y el sobrenadante fue colectado en un nuevo vial, rotulados con su respectiva
identificacion. Posterior a esto se adiciono un volumen igual de 2-propanol y se incub6
por 10 min a temperatura ambiente o en su defecto a -20 °C. para precipitar los acidos
nucleicos, seguido de una centrifugacion a 12.000 rpm por 10 min a 4 °C. El pellet fue
lavado con 75% etanol (EtOH) preparado con agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC), el cual reacciona con residuos de histidina de las proteinas e inactivan las
RNasas. El pellet de &cidos nucleicos se dej6 secar a temperatura ambiente y
posteriormente se resuspendié en 30 yL dDW (double destilled water-agua doble
destilada), y se almacend a -20 °C para su conservaciéon y posterior utilizacién. La
concentracion de ARN fue cuantificada por medio de un espectrofotometro NanoDrop
2000 (Thermo Scientific, USA). En las muestras donde se observé contaminacién con

ADN, se repetia todo el proceso de extraccién con TRIzol™ (Figura 9).
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Figura 9. Proceso de extraccion de ARN total por el método de Tiocianato de Guanidinio
- Fenol - Cloroformo.
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Lisis y homogenizacion ~ Cloroformo Centrifugado 2-propanol Centrifugado

del tejido 100 pl (5 min) {10 min)
Fuente: el autor

3.7 SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNc). PCR CON TRANSCRIPTASA
REVERSA (RT-PCR)

El ADNCc se sintetiz0 a partir de 5 pg de RNA total junto con 1 pl de 50 uM Oligo(dT)20,
1 pulde 10 mM dNTP mix y 10 pl de H20 DEPC mezclados en un vial de 0,5 ml, la mezcla

se incubd a 65°C por 5 min y se llevé a cama de hielo por 1 min.
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Se preparo la cDNA Synthesis Mix mezclando 2 pl de 10X RT buffer, 4 pl de 25 mM
MgCI2, 2 ul 0.1 M DTT, 1 pul RNaseOUT™ (40 U/uL) y 1 ul de SuperScript® 11l RT (200
U/uL), de esta mezcla se agreganon 10 pL al tubo de RNA de la primera mezcla, se
homogenizaron gentilmente y se hizo una breve centrifugacion, se llevo a incubacién por
50 min a 50°C y se termino la reaccion a 85°C por 5 min seguido de cama de hielo. Se
colecta todo el producto de la reaccidon después de un breve centrifugado y se agrega al
tubo un 1 yL de RNase H seguido de incubacion a 37°C por 20 min. EI ADNc se almaceno
a —20°C para su posterior uso en un PCR (Invitrogen, 2013).

3.8 PCR SEMIANIDADO (hnRT-PCR.).

Una primera amplificacion se llevo a cabo con 2,5 pl de ADNc agregandole 0,2 mM de
cada dNTP, 25 pmols de primers P510, 25 pmols de primers P942, 1,5 mM de MgClz, 1
x PCR, 1,25 unidades de Tag DNA Polymerase 5U/ul (Invitrogen™) y agua ultra pura,
completando un volumen final de 50 pl (Soares et al., 2002). La amplificacion se realizo
en un termociclador BioRad T100™, tomandose las siguientes condiciones de los ciclos
para la amplificacién primaria: calentamiento inicial a 95 ° C / 3 min, 35 ciclosa 94 ° C/
30 seg, 55 ° C /30 seq, 72 ° C/ 30 seg y una etapa de extension final a 72°C 5 minutos
(Araujo, Langoni, Almeida, & Megid, 2008).

La amplificacion del PCR semianidado se realiz6 en 2,5 pl del producto de la primera
amplificacion como template junto con los primers P510 y P784, con los mismos ciclos

térmicos descritos.

Los productos de PCR se corrieron en electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE
estandar tefiido con bromuro de etidio. Se observaron los geles bajo luz UV y se
fotografiaron mediante GDS, buscando observar un resultado positivo en forma de una
banda brillante de un tamafio esperado de 606 bp (1st amplificacion) y 586 bp (2nd
amplificacion)(Rupprecht & Nagarajan, 2015).

Se utiliz6 el gen housekeeping B-Actina como control positivo y de calidad del ADNc.
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Tabla 3. Primers utilizados en la detecciéon del virus de la rabia

PCR PRIMER SECUENCIA POSICION PRODUCTO
TRANSCRIPTASA P510-F ATA GAG CAG 510-531
REVERSA ATTTTC GAG ACA 455pb
GC

P942-R CCC ATA TAA CAT 965-942
CCAACAAAG TG

(Soares et al., 2002)

SEMIANIDADO P510-F ATA GAG CAG 510-531 299pb
ATTTTC GAG ACA
GC
P784-R CCT CAAAGT TCT  805-784
TGT GGA AGA

(Soares et al., 2002)

CONTROL + B-Actina- TGC GTG ACATCA 299pb
F AGG AGA GAA G
B-Actina- TGC CAG GGTA
R CAT TGT GGTA
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE QUIROPTEROS

Las especies identificadas en el estudio se consolidan en la tabla 3, los parametros
morfolégicos en la tabla 4. Las especies encontradas en el estudio y aquellas que han
sido reportadas como reservorios mas probables del VRAB (Tadarida brasiliensis) fueron
ilustradas detalladamente, con el fin de crear material didactico para su facil identificacion

por parte de los habitantes de la region figuras 9-16.

Tabla 4. Especies de quirépteros capturados en este estudio.

Especie Cantidad Machos Hembras
Desmodus rotundus 12 7 5
Molossus ater 3 2 1
Artibeus lituratus 2 1 1
Platyrrhinus dorsalis 13 5 8
Molossus molossus 3 3
Saccopteryx bilineata 4 0 4
Saccopterix leptura 2 3
Myotis nigricans 3 1 2
Carollia perspicillata 17 6 11
Artibeus jamaicensis 14 8 6
Phyllostomus 11 4 7
hastatus
Saccopterix sp 1 0 1
Total 91 39 52
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Tabla 5. Parametros morfométricos de quirOpteros capturados en el departamento del
Tolima (periodo 2014-2016).

Especie Sexo * 2 3 4 5 6 7 8 w Origen
D. rotundus M Mariquita / los
cauchos
D. rotundus M
D. rotundus H
M. ater M
A. lituratus H
P. dorsalis H Chaparral/
D. rotundus H vereda queso
D. rotundus M
D. rotundus M
M. ater H
A. lituratus M 87 13 7 0,7 72 485 14 Chaparral
M. molossus M 65 37 8 4 38 282 9
S. bilineata H 52 5 11 3 38 279 10
S. leptura H 45 5 10 3 37 262 9
S. bilineata H 46 4 10 4 42 260 8
S. leptura H 48 4 12 3 44 240 6
P. dorsalis H 86 9 23 9 16 73 495 18 92,8 Chaparral
S. bilineata H 5 7 11 4 4 270 8 7,7
S. leptura H 53 6 11 4 43 245 10 7,9
S. leptura M 40 4 8 2 31 160 11 3,7
M. ater M 65 36 10 4 45 271 8 3,3 Ibagué
M. nigricans H Mariquita
D.rotundus M
P. dorsalis H
D. rotundus H 68 13 3 2 41 318 14 311 Chaparral/
vereda tuluni
S. leptura M 45 4 15 4 X 43 20,4 11 5,35 Alvarado/
vereda caldas
D. rotundus M 54 10 2 1 53 24 16 241 vielo
C. perspicillata M 55 15 4 8 39 39 13 Espinal
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Especie Sexo * 2 3 4 5 6 7 8 w Origen
C. perspicillata H 53 16 5 9 38 28 13
C. perspicillata H 61 14 4 8 4,1 32 16 18,5 Alvarado/
C. perspicillata M 54 9 2 8 3,9 33 18 19,7 vereda caldas
C. perspicillata H 57 18 7 7 38 31 15 16,9 viejo
C. perspicillata M 53 9 2 8 3,9 32 14 19,3
C. perspicillata H a7 14 3 10 39 32 12 17,7
C. perspicillata H 50 14 3 9 39 31,7 13 191
C. perspicillata H 56 19 3 8 41 31 15 18,7
C. perspicillata M 47 12 25 10 41 31,3 13 18,2
C. perspicillata H 52 11 2 9 4 305 12 17,6
C. perspicillata H 49 13 70 4 30,7 14 177
D. rotundus M 68 16 4 3 56 34,7 13 314
D. rotundus H 62 13 3,5 56 332 12 359 Natagaima /
M. molossus H 45 1 31 203 14 10,6 refugio
M.molossus H 47 1 3,1 20,2 13 8,7
C. perspicillata M 64 16 5 10 6,3 363 15 438
C. perspicillata M 61 15 5 11 6 368 16 385
C. perspicillata H 62 18 4 9 6,1 35 15 29
C. perspicillata H 57 16 5 10 6 343 13 39,3
C. perspicillata H 63 17 4 8 6,1 352 14 32,8
D. rotundus H Alpujarra
Saccopterix sp M
P. dorsalis H 72 9 3 10 70 31,2 15 61,4 Fincaelrancho
P. dorsalis H 84 12 3 10 71 38,7 14 61 N: 05° 12.555'
S. bilineata H 29 9 6 1 36 182 5 3,7 W: 074° 52.
883
P. dorsalis H 7 7 3 11 69 379 14 60,3 Altitud: 480
msnm
P. dorsalis H 92 17 3 9 68 38 18 68,1
P. dorsalis M 76 15 8 69 375 15 60
P. dorsalis M 61 14 1.3 9 65 29 16 36,8
M. nigricans M 43 30 7 35 215 4 6,4
P. dorsalis M 63 14 68 36 15 614
P. dorsalis H 67 12 6 59 358 15 40,9
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Especie Sexo * 2 3 4 5 6 7 8 w Origen
A. jamaicensis H 72 16 3 7 58 29,5 47,9
A. jamaicensis H 52 14 2 5 47 24 12 228
A. jamaicensis M 62 13 2 9 58 29,7 13 447
A. jamaicensis H 53 11 2 8 49 26 9 221
A. jamaicensis M 69 17 3 10 69 35 14 595
A. jamaicensis M 65 15 3 19 67 35,7 13 552
A.jamaicensis H 65 14 4 9 69 375 13 634
A.jamaicensis M 70 16 3 10 70 39,2 14 752
A.jamaicensis H 63 15 3 9 68 382 11 67,3
P. dorsalis M 70 12 3 11 67 385 15 57,5
P. dorsalis M 80 13 4 9 69 38 13 60,3
P. hastatus M 64 13 3 11 69 366 13 62,2 Cataratas de
medina
P. hastatus M 79 16 3 11 68 41 16 47,9 N: 05° 14.684'
P. hastatus H 71 15 2 9 69 39,3 15 62 W: 074° 53.111"
P. hastatus H 79 17 3 9 70 358 16 624 Altitud: 458
msnm
P. hastatus M 115 20 5 12 88 50 18 1151
P. hastatus M 109 21 4 13 85 495 19 1137
P. hastatus H 117 19 4 11 86 46 18 83,2
P. hastatus M 67 14 4 9 60 354 13 42,2
P. hastatus M 62 15 3 9 60 36 14 439
P. hastatus M 88 20 4 10 89 465 15 81,8
P. hastatus H 74 12 3 10 85 45,7 17 61,2
M. molossus M 50 32 9 2 35 258 3 55 Honda
M. molossus H Prefiez 48 29 10 2 36 23,7 35 49 N: 05° 12.996'
M. molossus M 49 26 7 2 34 222 3 6,1 W:074° 45.805'
M. nigricans HPreflez 27 31 6 25 32 20,6 4,7 3.2 Altitud: 283
msnm
M. nigricans H 27 30 6 25 325 204 38 28
A. jamaicensis H 67 19 4 115 67 14 60,3
A. jamaicensis M 74 19 11 69 15 65,2
A. jamaicensis M 72 16 9 66 14 58,7
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Especie Sexo * 2 3 4 5 6 7 8 w Origen
A. jamaicensis M 62 16 3 10 68 13 614
A. jamaicensis M 69 15 3 115 67 15 59,5

* 1. largo total, 2. largo de la cola, 3. largo de la oreja, 4. largo del trago, 5. largo de la
hoja nasal, 6. Largo del antebrazo, 7. Envergadura, 8. Calcaneo, W. peso.

Figura 10. Fotografia y representacion diagraméatica de la especie Tadarida
brasiliensis.

Fuente: el autor
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Figura 11. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Artibeus Lituratus.

Fuente: el autor
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Figura 12. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Carollia

perspicillata.

Fuente: el autor
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Figura 13. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Platyrrhinus dorsalis.

Fuente: el autor
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Figura 14. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Saccopteryx

bilineata.
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Fuente: el autor
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Figura 15. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Saccopteryx leptura.

Fuente: el autor
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Figura 16. Fotografia y representacion diagramatica de la especie Molossus molosus.

Fuente: el autor
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Figura 17: Fotografia y representacion diagramatica de la especie Desmodus rotundus.

Fuente: el autor
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4.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR.

Un total de 93 muestras de encéfalo (cerebro, cerebelo, puente, medula y oblonga)
fueron evaluadas por RT-PCR y hn-PCR para la deteccion del VRAB, no obstante, solo
se obtuvo amplificacién del fragmento de la nucleoproteina del virus de la rabia en el
control positivo. Enla figura 17 se observa una imagen representativa de la amplificacion
del virus de la rabia en el control positivo a través de un PCR semianidado. Un total de 4
murciélagos hematofagos, un insectivoro y un Frugivoro también fueron analizados, los

cuales amplificaron el gene B-Actina.

Figura 18. Amplificacion de un fragmento del gen de la nucleoproteina del virus de la

rabia por hn-PCR en muestras de quiropteros del departamento del Tolima.
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Fuente: el autor
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5. DISCUSION

Los murciélagos son reservorios del virus de la rabia y en Latinoamérica algunas
especies tienen un papel fundamental en la transmision del virus al humano (Sodré et
al., 2010). Los murciélagos insectivoros de América del Norte junto con los insectivoros
y frugivoros del Brasil poseen determinados linajes virales que han sido asociados con
especies particulares de murciélagos, posiblemente por adaptacion al huésped y cuya
transmision entre especies es infrecuente o rara vez detectada (Allendorf et al., 2012;
Streicker et al., 2010). En Colombia desde 1968 se aislaron dos cepas de virus en
murciélagos insectivoros y frugivoros (Alarcon et al., 1968). No obstante los programas
de vigilancia activa y estudios epidemiolégicos solo evaltan al Desmodus rotundus
(Betancurth, Lengua R, & Calderén Rangel, 2015), sesgando los resultados al no evaluar
el resto de la poblacion de especies de quirdpteros, las cuales son comunes en los
ecosistemas de D. rotundus y en la interaccion con el humano (Alberico et al., 2005)

representando un riesgo a la salud publica (INS, 2014).

En el Tolima se han reportado diversos casos de rabia silvestre en animales domésticos
durante la ultima década (INS, 2014), no obstante, en el presente estudio no fue posible
detectar mediante el método molecular animales positivos al virus de la rabia. La
ausencia de positividad en los individuos muestreados en este estudio se puede deber a
diversas razones que incluyen: 1. La rabia tiene una epidemia migratoria en murciélagos
hematofagos y la enfermedad se mueve con un patron ondulatorio a través de las
regiones (Delpietro, De Diaz, Fuenzalida, & Bell, 1972). Por delante de la onda, hay baja
seroprevalencia y ausencia de virus y a medida que avanza, la presencia de virus
disminuye y los murciélagos restantes son predominantemente seropositivos (Johnson
et al., 2014). Esta dinamica epidemioldgica y comportamiento de la enfermedad sugiere
gue la epidemia migrante se esté moviendo de norte a sur con presencia en municipios
del norte como Mariquita, pasando por el municipio de San Luis y llegando al sur a
Chaparral y Prado, no obstante se requieren estudios que permitan el muestreo mas

riguroso de las diversas especies de quiropteros de la region, una mayor cobertura de
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los municipios del Tolima y del pais, asi como una mayor disponibilidad de recursos
econdmicos para abordar el virus de la rabia y la enfermedad en animales silvestres. 2.
Los animales muestreados en este estudio, asumiendo que la muestra fuese
representativa para la poblacion presente en los reservorios o nichos de cada municipio,
sugiere que la dinamica del virus en la region del Tolima pudiese diferir a lo reportado en
otros paises como Brasil, donde muchas especies de quirdpteros, sino todas fueron
positivas al virus. Los resultados sugieren que solo una proporcién minima de quiropteros
en cada nicho portarian el virus, dificultando su deteccion. Ademas, podria inferirse que
al aumentar el tamafio de muestra tendremos mayor posibilidad de capturar un individuo

positivo.

3.El virus de la rabia en un murciélago positivo se distribuye predominantemente en los
tejidos neurolégicos y glandulas salivales (Carneiro et al., 2008), evidenciando
disminucién en el consumo de sangre (Aguilar Setien et al., 2005), ausencia de agresion,
paralisis de las alas, dificultad para caminar y temblores (Aguilar Setien et al., 2005;
Almeida et al., 2005). Esto sugiere que los animales clinicamente enfermos
probablemente en reducidas ocasiones podrian salir de sus refugios, limitando la
probabilidad de su captura. Los quirOpteros capturados en el estudio no presentaron
comportamientos an6malos compatibles con aquellos descritos en animales
clinicamente enfermos, sin embargo, en inoculaciones experimentales del virus en D.
rotundus se demostré que el desarrollo de la enfermedad dependia de la via de
inoculacién y de la dosis de virus.(Johnson et al., 2014) La via intracraneal induce rabia
en todos los receptores, mientras que sélo dosis mayores a 562 dosis letales 50 por via
intracerebral en el raton causaron enfermedad en la mayoria de los murciélagos
inoculados por las rutas intramuscular y subcutdnea (Moreno & Baer, 1980). Asi los D.
rotundus y otras especies son capaces de portar el virus en otros tejidos y no mostrar
signos clinicos (Favi C, Bassaletti C, Lopez D, Rodriguez A, & Yung P, 2011). Los
murciélagos evaluados en este estudio fueron negativos (clinicamente sanos) al virus de
la rabia por la técnica de RT-PCR, no obstante, es posible la presencia del virus en tejidos
extra-cefélicos, esto no fue evaluado en el presente estudio debido a la limitante del

recurso disponible, asi como a la premisa de un mayor tropismo nervioso del virus. Por
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lo cual no se descarta la presencia del virus en los tejidos no evaluados. Esta
comprobado que un animal clinicamente sano puede excretar el virus por la saliva
después de los 6 dias post exposicion y mantenerlo excretarlo hasta 2 afios
manteniéndose asintomatico (Aguilar Setien et al., 2005), convirtiendo la glandula salival
como un organo candidato para la deteccion del virus en animales clinicamente sanos.

Estas observaciones deberan ser tenidas en cuenta en investigaciones futuras.

Las muestras de quirdpteros obtenidas en este estudio correspondieron a muestras
dirigidas al control del murciélago hematéfago, al ser estos altamente efectivos en la
transmision de RABV en comparacion con otras especies de quirdpteros debido a sus
hébitos alimenticios (Johnson et al., 2014) El control de esta especie se hace aplicando
unglentos con warfarina a las espalda de los D. rotundus y liberandolos a su entorno,
los cuales llegan a la colonia y ponen en contacto los demas individuos al toxico, matando
murciélagos de multiples especies. En el presente estudio, estas especies no
hematéfagas vitales para el control de plagas y polinizacion de los campos no se
encontraron portadoras del virus, lo que podria sugerir que este método genera un
impacto negativo en el ecosistema de la region al destruir estos individuos. Sin embargo,
un estudio llevado a cabo en Peru con una duracion de tres afios, afirma que estas
camparfias de sacrifico de D. rotundus no lograron reducir la seroprevalencia del virus y
tienen un minimo efecto sobre esta y quizas podria ser contraproducentes para el control
de la enfermedad (Blackwood, Streicker, Altizer, & Rohani, 2013). Corroborando que el
control de estos animales es casi imposible debido que se desconoce la ubicacién de
sus refugios y el tamafio de la poblacion de estos individuos. Se sugiere entonces
proteger a los animales domésticos por medio de vacunacion (Johnson et al., 2014).

60



6. CONCLUSIONES

No se detectd presencia del virus rabico en los 91 tejidos ceféalicos evaluados por medio

de las pruebas moleculares RT-PCR y PCR semianidado.

Se identificaron un total de 12 especies de quirdpteros entre los cuales hubo individuos
con habitos frugivorous, insectivoros y hematofagos como Molossus ater, Artibeus
lituratus, Platyrrhinus dorsalis, Molossus molossus, Saccopteryx bilineata, Saccopterix
leptura, Myotis nigricans, Carollia perspicillata, Artibeus jamaicensis, Phyllostomus
hastatus, Saccopterix sp y Desmodus rotundus. ElI material fotografico y su
representacion diagramatica constituye otra herramienta para la identificacion de estos

animales.

Los tejidos obtenidos en el estudio fueron conservados en formalina bufferada para ser

usados en futuras investigaciones.

Todas las especies de quirépteros pueden portar el virus rébico, por lo cual debe
evaluarse al menos un individuo de cada especie en los muestreos de rutina, sin
embargo, en el Tolimay el pais el principal transmisor del virus sigue siendo el Desmodus
rotundus, ya que las demas especies aun no han demostrado ser una amenaza mayor y
a pesar que se conoce de la presencia del virus en la regidén su deteccion no es sencilla
y requiere de estudios con un tamafio de muestra mas representativo que evallen
diferentes tejidos a la vez y que trabajen en conjunto con técnicas de diagndstico basadas

en el uso de anticuerpos y herramientas moleculares.

La deteccion del virus de la rabia en muestras de cerebro se recomienda en animales
gue presenten signologia de la enfermedad, de lo contrario en animales asintomaticos
y/o clinicamente sanos se deben evaluar a la par otros tejidos que puedan albergar el

virus, ya que es posible que el virus no se encuentre en el SNC.
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RECOMENDACIONES

El presente estudio piloto recomienda que relacionado con los muestreos se debe tener
en cuenta que las capturas deben planificarse de acuerdo a las fases lunares,
preferiblemente luna llena y procurando que sea en periodos secos dado que si se
presenta lluvia estos animales no saldran a alimentarse, ademas seguir los lineamientos

del ICA para cebar los animales y obtener buenos resultados en la captura.

Se recomienda para el diagnostico evaluar tejidos cefalicos y extra cefalicos, dandole
mayor importancia a la glandula salival junto con el uso de técnicas de diagnéstico
basadas en el uso de anticuerpos y herramientas moleculares, ejecutando dichas

pruebas en el menor tiempo posible.

También se recomienda, la unificacion de esfuerzos que involucre la academia el estado
y la empresa privada en el aporte conjunto de recursos que busquen abordar la
problematica de la rabia silvestre y urbana en forma articulada y que permitan la
formulacién y ejecucion de proyectos de investigacion mas robustos y con mayor
cobertura, que busquen caracterizar las especies de quirdpteros en el departamento, su
distribucién poblacional y su estado sanitario.
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