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ARTICULO ORIGINAL

Epidemiologia molecular de epizootias de rabia
en Colombia, 1994-2002:
evidencia de rabia humana y canina asociada con quirépteros

Andrés Péez 12, Constanza Nufiez 3, Clemencia Garcia !, Jorge Boshell *

! Laboratorio de Virologia, Instituto Nacional de Salud, Bogoté, D.C., Colombia.
2 Departamento de Ciencias Basicas, Universidad de La Salle, Bogota, D.C., Colombia.
3 Laboratorio de Virologia, Universidad del Valle, Cali, Colombia.

Tres brotes de rabia canina han sido informados en Colombia durante las pasadas dos décadas,
uno de los cuales aun ocurre en la Region Caribe. Los otros dos ocurrieron en el departamento
de Arauca y en la Region Central (departamentos de Boyaca y Cundinamarca) hasta 1997.
Con la finalidad de investigar las relaciones filogenéticas existentes entre los virus rabicos
aislados en las regiones mencionadas, se empleé la técnica de RT-PCR para obtener fragmentos
de ADN de 902 nucle6tidos complementarios a una regién del ARN rébico codificante para el
endodominio de la proteina G, para una parte de la proteina L, fragmentos que, ademas,
contienen la region intergénica no codificante G-L. Los amplificados fueron secuenciados y
agrupados en arboles filogenéticos. Los resultados mostraron la existencia de tres grupos de
virus. Los virus rabicos pertenecientes a la variante genética colombiana | fueron aislados
exclusivamente en el departamento de Arauca y la Region Central colombiana hasta 1997 vy,
aparentemente, se encuentran extintos. Los virus rabicos pertenecientes a la variante genética
colombiana Il fueron aislados exclusivamente en la Region Caribe, en donde actualmente su
tranmisién continda. Un tercer grupo se compone de variantes rabicas originarias de quirdpteros,
gue fueron aisladas de dos murciélagos insectivoros, tres perros y un humano. Con este trabajo
se estableci6é una asociacion entre los quirépteros y la rabia en perros y humanos en Colombia,
lo cual los muestra como reservorios de importancia en salud publica.

Palabras clave: rabia, epidemiologia molecular, quirdptero, virus, filogenia, RT-PCR.

Molecular epidemiology of rabies epizooties in Colombia, 1994-2002: evidence of human
and canine rabies associated with bats

Three urban rabies outbreaks have been reported in Colombia during the last two decades,
one of which is ongoing in the Caribbean region (northern Colombia). The earlier outbreaks
occurred almost simultaneously in Arauca (eastern Colombia) and in the Central region, ending
in 1997. Phylogenetic relationships among rabies viruses isolated from the three areas were
based on a comparison of cDNA fragments coding for the endodomain of protein G and a
fragment of L protein obtained by RT-PCR. The sequenced amplicons which included the G-L
intergenic region contained 902 base pairs. Phylogenetic analysis showed three distinct groups
of viruses. Colombian genetic variant | viruses were isolated only from Arauca and the Central
region, but are now apparently extinct. Colombian genetic variant Il viruses were isolated in the
Caribbean region and are still being transmitted in that area. The third group of bat rabies
variants were isolated from two insectivorous bats, three domestic dogs and a human. This
associates bat rabies virus with rabies in Colombian dogs and humans, and indicates bats to be
a rabies reservoir of public health significance.

Key words: rabies, molecular epidemiology, bats, virus, phylogeny, RT-PCR.
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La rabia es causada por virus altamente
neurotropicos del género Lyssavirus, de la familia
Rhabdoviridae (1). El viribn contiene genoma
compuesto por ARN de polaridad negativa, no
segmentado y de cadena sencilla compuesto por
cerca de 12.000 nucledtidos y que codifica cinco
proteinas estructurales (2,3). Los reservorios de
la rabia pertenecen a especies de los érdenes
carnivora y quiroptera, los cuales transmiten los
virus a otros mamiferos, incluidos los humanos.
La rabia ocurre de dos maneras epizootiolégicas
diferentes: 1) la rabia urbana, con el perro
doméstico como el principal reservorio y
transmisor y, 2) la rabia silvestre con diferentes
especies silvestres como el zorro, el coyote, el
chacal, los quirdpteros y otros, que actllan como
reservorios y transmisores. Ambas formas
epizootioldgicas de la rabia ocurren en algunos
paises latinoaméricanos, incluido Colombia (4,5),
aunque en otros como Chile la rabia urbana se
encuentra controlada desde 1982 (6,7). De los
1.088 casos de rabia urbana que se registraron
en el Ministerio de Salud de Colombia entre enero
de 1992 y diciembre de 2002, 1.046 fueron
infecciones en perros y 42 en humanos (4,5). El
95% del total de casos puede agruparse en tres
regiones geograficas: departamento de Arauca (61
casos), la Region Central (246 casos) y la Regién
Caribe (719 casos). Los 62 casos adicionales se
encuentran distribuidos en 15 departamentos del
territorio colombiano (4,5). Los brotes de rabia en
el departamento de Araucay en la Region Central
finalizaron en 1997, mientras que en la Region
Caribe el brote de rabia urbana, aunque se
encuentra disminuido significativamente en 2002
(16 casos de rabia en perros en el periodo enero-
diciembre), no ha sido controlado totalmente. La
finalidad del presente estudio fue investigar las
relaciones filogenéticas existentes entre los virus
de rabia aislados en el departamento de Araucay
las Regiones Central y Caribe colombianas. En el
estudio se incluyeron también dos cepas aisladas
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en murciélagos insectivoros en alrededores de la
ciudad de Cali en 1995 y 2000. Para lograr los
objetivos se utilizaron técnicas de epidemiologia
molecular como el aislamiento de ARN, RT-PCR,
secuenciacion de ADN complementario y analisis
filogenético, las cuales se describen a
continuacién. Estudios similares en rabia han
servido para elucidar las dinamicas de transmision
a nivel geografico y entre diferentes especies
animales en paises como Francia (8), Canada (9),
Suréfrica (10), Venezuela (11), Estados Unidos (12-
14), Tailandia (15) e Israel (16) y, mas
recientemente en Brasil (17) y Trinidad (18).

Materiales y métodos
La muestra de estudio

El estudio incluyd 70 cepas de rabia cuyo origen
geografico se muestra en lafigura 1y el cuadro 1.
Las 70 cepas estan distribuidas de la siguiente
manera: 68 cepas de rabia urbana (62 aisladas de
perros y 6 de humanos) y 2 cepas aisladas de
murciélagos insectivoros de las especies
Eptesicus braziliensis y Molossus molossus en
alrededores de la ciudad de Cali. Las 68 cepas de
rabia urbana fueron aisladas en el periodo entre
agosto de 1994 y marzo de 2002, durante los
brotes de rabia urbana en Arauca (8 cepas) y las
Regiones Central (15 cepas) y Caribe (45 cepas).
Los aislamientos rabicos mencionados fueron
recuperados en el Laboratorio de Virologia del
Instituto Nacional de Salud de Bogoté por ensayos
de inmunofluorescencia directa y prueba biolégica
como recomienda la Organizacion Mundial de la
Salud (19). De cada aislamiento se hizo un pasaje
en 10 ratones ICR machos de 21 dias de edad
(20), cuyos cerebros infectados fueron
almacenados a -80 °C en el banco de virus rabicos.

Extraccion de ARN total

Este proceso se hizo segun lo descrito (20).
Brevemente, 100 mg de cerebro de raton ICR
correspondiente al pasaje de cada cepa se disolvié
en 0,75 ml de trizol (Gibco BRL) y extraido una
vez con 0,25 ml de cloroformo. El ARN total se
precipité con un volumen de alcohol isopropilico
al 80%, se lavo con 0,5 ml de alcohol etilico y se
resuspendié en 50 pl de 0,1% dietilpirocarbonato
(DEPC) en agua destilada.
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Convenciones

Circulo= canino

Cuadrado= humano

Tridngulo= murciélago insectivoro

Azul= variante genética colombiana |
Rojo=variante genética colombiana Il
Negro= variantes de rabia de quirdpteros
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Figura 1. Mapa de Colombia en el cual se muestra la localizacién geogréfica de los lugares en donde las cepas de rabia
estudiadas fueron aisladas. A: Regién Caribe; B: Region Central; C: Departamento de Arauca. Los simbolos y colores
identifican la especie del hospedero y la variante genética de los virus. Para mayor claridad, los prefijos C (canino), H
(humano) y B (murciélago) fueron afiadidos al nimero de cada cepa. El nimero que sigue a la barra inclinada indica el afio

de aislamiento.
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Cuadro 1. Relacién del origen geogréfico, especie hospedera y fecha de aislamiento de las cepas rabicas estudiadas.

Cepa Origen geografico Especie hospedera Fecha de aislamiento
H01/94 Valledupar, Cesar Humano Agos-1994
C01/94 Subachoque,Cundinamarca Canino Sept-1994
C02/94 Soracd, Boyaca Canino Noviembre1994
C03/94 La Calera, Cundinamarca Canino Dic-1994
C04/95 Villapinzén, Cundinamarca Canino Feb-1995
C05/95 Puerto Rondén, Arauca Canino Feb-1995
C06/95 Coémbita, Boyaca Canino Mar-1995
C07/95 Soracd, Boyaca Canino Abr-1995
C08/95 Coémbita, Boyaca Canino Abr-1995
B01/95 Cali, Valle del Cauca M. molossus Jun-1995
C09/95 Villa de Leyva, Boyaca Canino Jul-1995
C10/95 Ré&quira, Boyaca Canino Jul-1995
HO02/95 Sincelejo, Sucre Humano Jul-1995
C11/95 Santa Rosa, Bolivar Canino Oct-1995
C12/95 Cartagena, Bolivar Canino Nov-1995
C13/96 Sop6, Cundinamarca Canino Abr-1996
C14/96 Fortul, Arauca Canino Abr-1996
C15/96 Combita, Boyaca Canino May-1996
C16/96 Tunja, Boyaca Canino Jun-1996
C17/96 Simijaca, Cundinamarca Canino Jun-1996
C19/96 Cartagena, Bolivar Canino Jun-1996
C20/96 Saravena, Arauca Canino Jul-1996
C21/96 Sopé, Cundinamarca Canino Jul-1996
C22/96 Saravena, Arauca Canino Sept-1996
C23/97 Arauca, Arauca Canino Ene-1997
C24/97 Arauca, Arauca Canino Feb-1997
C25/97 Cartagena, Bolivar Canino Feb-1997
C26/97 Arauca, Arauca Canino Feb-1997
C27/97 Valledupar-Cesar Canino Feb-1997
C28/97 El Carmen, Bolivar Canino Feb-1997
C29/97 El Carmen, Bolivar Canino Feb-1997
C30/97 Arauca, Arauca Canino Mar-1997
C31/97 Ibagué, Tolima Canino Abr-1997
HO03/97 Puerto Rico, Bolivar Humano Ago-1997
C32/97 Valledupar, Cesar Canino Ago-1997
C33/97 Cereté, Cérdoba Canino Sept-1997
C34/97 Ciénaga de Oro, Cérdoba Canino Sept-1997
HO04/97 San Jacinto, Bolivar Humano Oct-1997
C35/97 Monteria, Cérdoba Canino Oct-1997
HO05/97 Monteria, Cérdoba Humano Oct-1997
C36/97 Cereté, Coérdoba Canino Oct-1997
C37/97 Cereté, Cérdoba Canino Nov-1997
C38/98 Monteria, Cérdoba Canino Ene-1998
C39/98 Cereté, Cérdoba Canino Ene-1998
C40/98 Momil, Cérdoba Canino Feb-1998
C41/98 Purisima, Cérdoba Canino Jun-1998
C42/98 Purisima, Cérdoba Canino Jun-1998
C43/98 Lorica, Cérdoba Canino Jul-1998
C44/98 Aserradero,Cérdoba Canino Abr-1998
C45/98 Cartagena, Bolivar Canino Oct-1998
C46/99 Cereté, Cérdoba Canino Feb-1999
H06/99 Ciénaga, Magdalena Humano Feb-1999
C47/99 Sevilla, Magdalena Canino Ago-1999
C48/99 Barranca Nueva, Bolivar Canino Ago-1999
C49/99 Estanislao, Bolivar Canino Ago-1999
C50/99 Malambo, Atlantico Canino Ago-1999
C51/99 Retén, Magdalena Canino Ago-1999
C52/99 Barranquilla, Atlantico Canino Sept-1999
C53/99 San Juan, Bolivar Canino Sept-1999
C54/00 Barranquilla, Atlantico Canino Ene-2000
C55/00 Retén, Magdalena Canino Ene-2000
C56/00 Puerto Colombia, Atlantico Canino Ene-2000
B01/00 Cali, Valle del Cauca E. braziliensis Sept-2000
C57/01 Sierra Nevada, Magdalena Canino Feb-2001
C58/01 Soledad, Atlantico Canino Mar-2001
C59/01 Valledupar, Cesar Canino Abr-2002
C60/01 Ciénaga, Magdalena Canino Jun-2001
C61/01 Barranquilla, Atlantico Canino Jul-2001
C62/02 Ciénaga, Magdalena Canino Mar-2002
C63/02 Sincé, Sucre Canino Feb-2002
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Iniciadores

Un par de iniciadores conocido como G-L (8, 10)
fue utilizado para amplificar por RT-PCR un
fragmento de 902 nucleétidos, el cual codifica
para el endodominio de la proteina G (aminoacidos
447 al 525 de la proteina G), y también para los
amino&cidos 1 al 35 de la proteina L. El
mencionado fragmento también contiene la
region intergénica no codificante conocida como
pseudogen Psi (21). El iniciador G de sentido
positivo, tiene la secuencia 5’
GACTTGGGTCTCCCAACTGGGG 3'y alinea con
los nucledtidos 4665 al 4687 de ARN rabico. El
iniciador L de sentido negativo tiene la secuencia
5'CAAAGGAGAGTTGAGATTGTAGTC 3y alinea
con los nucleétidos 5543 al 5566 del ARN rabico
(8,10,21,22).

RT-PCR

El procedimiento de RT-PCR fue realizado como
ya esté descrito en detalle (20). Brevemente, se
agregaron 5 pl de la preparacién de ARN totala 1
I del iniciador G (correspondiente a 150 ng de
éste) y se incub6 a 65 °C por 2 minutos.
Posteriormente, la reaccién de transcripcion
reversa fue llevada a cabo en un volumen de 20
pl a 42 °C durante 60 minutos. La amplificacion
por PCR fue hecha utilizando los iniciadores G y
L utilizando 2 pl de la mezcla de la reaccion de
retrotranscripcién, en un volumen total de 50 pl,
en un termociclador Perkin Elmer, utilizando las
condiciones de temperatura ya sefialadas (20). A
lo largo de todo el proceso de extraccion del ARN
total y RT-PCR, ademas de las cepas rabicas en
estudio, se incluyeron controles positivos y
negativos que fueron, respectivamente, material
encefélico infectado con el virus rébico Pasteur
(PV) y material encefalico de raton normal.

Secuenciacion del ADN

El producto de PCR fue sometido a electroforesis
en geles de 1% de agarosa (Boehringer Mannheim
Cat. 100439) y el fragmento de 902 pares de bases
fue purificado a partir del gel, utilizando el GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Pharmacia Biotech), de acuerdo con
las especificaciones de la compafiia. Dos regiones
del fragmento fueron secuenciadas en un

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE RABIA

secuenciador automatico Abiprism 310 (Applied
Biosystems), utilizando los iniciadores G y L
descritos anteriormente. Una de las regiones en
mencion se denomina la regién G, la cual se
secuenci6 utilizando el iniciador G. Esta se
compone de 147 nucleétidos y codifica los
aminoécidos 467-514 de la proteina G del virus.
La otra se denomina la region Psi-L, la cual se
secuenci6 utilizando el iniciador L. Esta consta
de 258 nucleétidos en total, 174 de ellos
pertenecientes a la regién intergénica no
codificante G-L conocida como pseudogen Psi (21)
y los 84 nucleétidos restantes, que codifican para
los aminoacidos 1 a 28 de la proteina L. En cada
corrida del secuenciador se incluyé, a manera de
control, la cepa Pasteur (PV) de secuencia
conocida, con el fin de validar las secuencias
obtenidas para cada una de las cepas rabicas en
estudio. Unicamente las secuencias con sefal
fuerte y clara se tuvieron en cuenta para el
posterior analisis. El resultado de la secuenciacién
se verific6 de manera individual para cada cepa,
confrontando cuidadosamente la secuencia con
el respectivo electrofluorograma obtenido.

Anadlisis filogenético

El alineamiento de las secuencias se hizo de
manera individual sobre el computador en modo
DOS y adicionalmente se utilizé el paquete de
computador Clustal X para alineamiento multiple
(23). Los andlisis de secuenciay la construccién
de arboles filogenéticos se hicieron utilizando el
paquete de computador Phylip 3.52 (24) y el
programa Treview, en los cuales se empled un
método ya antes utilizado para analizar la regién
del genoma réabico que se secuenci6 en el
presente estudio (10). El método en mencién es
el Kimura biparamétrico y neighbor joining (25),
combinado con un bootstrap de 500 repeticiones,
con lo cual es posible calcular intervalos de
confianza para dar apoyo estadistico a la topologia
de los &rboles filogenéticos (26). El método Kimura
biparamétrico es un método de distancia, el cual
asume que todos los nucleétidos ocurren o pueden
ocurrir en frecuencias iguales (25%). Los dos
parametros que se utilizan en este método son:
1) la tasa de transiciones y 2) la tasa de
transversiones; se asume que éstas ocurren con
diferente frecuencia. De hecho estd bien
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documentado que las transiciones (sustitucion de
purina por purina o de pirimidina por pirimidina)
ocurren con mucha mayor frecuencia que las
transversiones (sustitucién de una purina por una
pirimidinay viceversa) (27). Asi, el método Kimura
biparamétrico es de utilidad para el andlisis de
segmentos genémicos como las estudiados en
este trabajo, los cuales estdn compuestos en su
mayoria por regiones hipervariables (endodominio
del gen G) y no codificantes (pseudogen Psi).
Adicionalmente, neighbor joining es un método de
distancia practico para el disefio de arboles
filogenéticos, que posee algunas ventajas sobre
otros métodos. En lo referente a la velocidad
computacional, este método es superior a la
mayoria de métodos que actualmente se utilizan.
De esta manera, es facil, con un computador
personal, manejar al mismo tiempo mas de 100
secuencias. En lo referente a la consistencia de
la topologia de los arboles generados, el método
(asi como el minimum evolution y minimos
cuadrados) producen topologias consistentes
siempre y cuando se usen métodos no sesgados
de sustitucién de nucleétidos como medidas de
distancia (como el Kimura biparamétrico). En
general, la consistencia de la topologia de los
arboles decrece a medida que aumenta la longitud
de las secuencias a ser analizadas, asi, se nota
una baja en la consistencia de las topologias
cuando el numero de nucleétidos de las
secuencias excede los mil. Las pruebas
estadisticas del método neighbor joining estan ya
bien establecidos y uno de los mas utilizados es
el bootstrap de Felsenstein, el cual fue utilizado
en este trabajo. Entre los métodos de filogenia
gue producen una mejor confiabilidad en lo
referente a la longitud de las ramas en los arboles
filogenéticos, se encuentran algunos de los mas
conocidos como el de maximum likelighood,
minimos cuadrados, minimum evolution y
neighbor joining (27).

Resultados

En primer lugar, las secuencias de nucle6tidos
de las regiones G y Psi-L se analizaron por
separado para poder comparar la informacion
filogenética de cada una de estas regiones del
genoma rébico. Sin embargo, como las dos
regiones produjeron similares cladogramas, las
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secuencias de nucledtidos de las regiones G y
Psi-L fueron unidas como si se tratara de un solo
fragmento para producir un Unico arbol filogenético;
un raciocinio similar se ha aplicado en anteriores
estudios (10). De acuerdo con la alineacion de las
secuencias de nucledtidos de las regiones G y
Psi-L (figuras 2y 3), y con el analisis filogenético
(figura 4), la muestra de estudio pudo distribuirse
en tres grupos diferentes (figura 1). La variante
genética colombiana | estuvo representada en este
estudio por 21 cepas, 7 de las cuales fueron
aisladas de perros domésticos en el departamento
de Arauca en el periodo entre febrero de 1995y
marzo de 1997, y las 14 restantes de individuos
de la misma especie en la Regiéon Central,
departamentos de Boyaca y Cundinamarca, en
el periodo entre septiembre de 1994 vy julio de
1996. Laidentidad de nucledtidos encontrada entre
los virus de variante genética colombiana | fue en
promedio 98%, lo que muestra la estrecha relaciéon
gue existe entre éstos. Los resultados muestran
también un alto nivel de identidad de nucle6tidos
(promedio de 97,5 %) entre los virus que fueron
aislados en la Region Caribe (de aqui en adelante
llamados virus de variante genética colombiana
I1). En este estudio, la variante genética
colombiana Il estuvo representada por 43 cepas
aisladas de 38 perros domésticos y 5 humanos,
en el periodo entre agosto de 1994 y abril de 2002.
Al examinar las secuencias de nucleétidos de las
variantes genéticas colombianas 1 y Il fue posible
notar que éstas se definen y distinguen por
sustituciones en 9 de los 147 nucleétidos de la
region Gy en 8 de los 258 nucleétidos de la region
Psi-L (figuras 2 y 3). Al comparar las variantes
genéticas colombianas | y Il, la identidad de
nucleétidos fue de 92,5% en promedio. En cuanto
a los aminoacidos, las variantes genéticas
colombianas | y Il se distinguieron por
sustituciones en cuatro de los 48 residuos
codificados en la regién G (aminoacidos 467 a
514 de la proteina G). En contraste, la secuencia
de aminoacidos codificada por la regién Psi-L,
correspondiente a los residuos 1 a 28 de la
proteina L, fue idéntica para los virus de ambas
variantes (figura 3), esto a pesar de que existen 8
sustituciones a nivel del ARN. Un tercer grupo de
virus estuvo compuesto por 6 cepas, dos de las
cuales fueron aisladas de dos murciélagos
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Region G: nucleétidos 4721-4867 del genoma del virus rébico:

A)Variante colombiana | TCCTGATTGC CCTGATGTTG ATAATTTTCC TAATGACATG TTGTAGGAGA

B)Variante colombiana Il ... e e e e A..

C)Variantes de rabia paresiante:
Cepa HO3/97 e e e C.G.T CG..G... C..GA..
Cepa B01/95 CT..GC... A..TC.. ..... C.T ... [T A..G
Cepa BO1/OO ... GCAA. ALA..C.. ...C.. T CT..... .. C.A.G
Cepa C23/97 .. G... A...C.. .T..C.GT C...G.A. C..GA..
Cepa C27/97 .. G... Aceeeee T..CGT ... G.A. ..GA..
Cepa C31/97 ... Aeeee e CGT ... G.... ... GA..

Murciélago insectivoro .TT..GCAA. A....TC.. GCG..C.. T .G.A..... C...A.G
Morimoto et al 1996

A)Variante colombiana | GTTAATCGAC CAGAATCTAT GCAACGAAGT CTCGGAGGGA CAGAGAGGAA

B)Variante colombiana 1l ..C..C.... ......... C .Gures s TG.G......

C)Variantes de rabia paresiante:
Cepa H03/97 .C..G..A ...G.AG AAG...G.. TCT.A..T .G.GAA..
Cepa B01/95 .CC..AA.A ...G.A. AG...G.. TCTC.GAT .AA...
Cepa B01/00 T...A.A LACG. .. G.GG.. .T..AC ..A..
Cepa C23/97 .C..GA.A .C.G.AA AAG...G.. TCTA..T.G.GAA..
Cepa C27/97 .C..G..A ..G.AA AG...G.C TCT.A..T.GAGAA...
Cepa C31/97 .C..G..A .C.G.AGA CAG...G.C TCT.A.AT ..GAA..

Murciélago insectivoro .CC..A.GA ....... A.C A.GA..G.. .GTAGAT ..GAG....
Morimoto et al 1996

A)Variante colombiana | GGTGTCGGTC ACCTCCCAAA GCGGGAAGGT CATATCTTCA TGGGAGT
B)Variante colombiana Il ......... .. T i i
C)Variantes de rabia paresiante:

Cepa HO03/97 .C...CA .CT.G. CTA..... N C T
Cepa B01/95 A.CA.A CTCT.... A...LA. ... C.. ..
Cepa B01/00 A.AA.G .TC..... ALLAL L C..
Cepa C23/97 .C.A..CA .TC.T..G. CTA....... N TR C...
Cepa C27/97 ..AA..CA .TCT.G. CTA..... N C T
Cepa C31/97 .CAA..CA ..CT.G. CTA..... N C TR

Murciélago insectivoro A....A.A G..C.T... A....AA. ... C.. e
Morimoto et al 1996

Secuencia de aminoacidos 467-514 de la proteina G:

A)Variante colombiana | LIALMLIIFLMTCCRRVNRPESMQRSLGGTGRKVSVTSQSGKVISSWE

B)Variante colombiana 1l .........ccccceeee. TR....ME.....cven.

C)Variantes de rabia paresiante:
Cepa HO3/97 ... CS.A.G.AK.T.RR.GS..S.KAAP.TR..V....
Cepa B01/95 ALl ALLAKT.IR.GSRESK...P.PP.N.....P..
Cepa B01/00 AT.....FL....F.TKP..GG..EPE......P.N........
Cepa C23/97 V.....C.AS.G.AK.TQ.KR.GS..S.K ATA.P.TR..V...Q
Cepa C27/97 V.....C.AS.G.AK.T..KR.GS..SRK..TA.P.TR..V.P..
Cepa C31/97 ... C..A.G.AK.TQ.DR.GS.ES.K.ATAP.TR..V....

Murciélago insectivoro .AT.LA...I...A.T..T..GRRES.G....AP.N..I.....
Morimoto et al 1996

Figura 2. Alineamiento de los nucleétidos 4721-4867 (region G) del genoma de los virus de la rabia y de los aminoéacidos 467-
514 de la proteina G nativa. A) Secuencia prototipo de la variante genética colombiana |. B) Secuencia prototipo de la variante
genética colombiana Il. C) Secuencias de las variantes de rabia paresiante estudiadas, en la que fue incluida una variante
aislada de un murciélago insectivoro norteamericano de la especie Lasionycteris noctivagans.
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Regién PSI-L: nucle6tidos 5242-5500 del genoma del virus rabico:

A)Variante colombianal AAGAGGCAAT CTGCCTCCCATGAAGGACAT AAGCAATAGC TCATAATCAT

B)Variante colombianall ..A..AG.. ......ccc coureiies vriiienes e
C)Variantes de rabia paresiante:
Cepa H03/97 GA.A. . T... T C....... [CT
Cepa B01/95 G.AT..T..... T CT........ G..C.G
Cepa B01/00 GAA..T... T C.nee G... G....
Cepa C23/97 GA.A.. . T... T C.ee G..C...
Cepa C27/97 GA.A. .. T... T T.C......... Gt
Cepa C31/97 GAA. . T.T.T ... A Gt
A)Variante colombianal TTTGCATCTCAGTAAAGTGTACATAATTGT AAAGGGCTGG GTCATCTAAG
B)Variante colombianall ..................c. o A s
C)Variantes de rabia paresiante:
Cepa H03/97 C.A...C.GA..G..C..... CGAC...... A...AC...C...
Cepa B01/95 C..A..C.GA..G...G....C.AC........... AC....C...
Cepa B01/00 LALLCLGALG. GAC ....A...A..C..
Cepa C23/97 C.A..CTGA..G..C .A...CAC...AA...AC...CG..
Cepa C27/97 ALLCTGA.L.G..C ... AC..T.AA..AC...C...
CepaC31/97 ... G...GAA ... GA. ... A,
A)Variante colombianal CATTTCAGTC GAGAAAAAAACTGTAAACCA GAAGAGCAACTAGCAACACT
B)Variante colombianall ..............oooeee oo o, A
C)Variantes de rabia paresiante:
Cepa H03/97 Coins A G.A..T.G...TC........
Cepa B01/95 CC.... A ... ... G.TG.G.G.T.TCGA.......
Cepa B01/00 T.Co s .G.CGG.ATGAG..T.G..AT...TC
Cepa C23/97 o GG..T.T.G.T... ...
Cepa C27/97 T ALAL T.Got e
Cepa C31/97 it e e [CTI GA..TC.........
A)Variante colombianal TCTCATCCTG AGACCCGCAT CAAGATGCTAGATCCAGGGGAAGTCTACGA
B)Variante colombianall ............... T [ CTITTRT
C)Variantes de rabia paresiante:
CepaHO3/97 .en e T.C........ T...G.A. .G..TT..
CepaB01/95 ... TCA..ATT.C.T...AT...G.A G..T.T..
Cepa B01/00 v T LATLCLTLLAT LG GLTL T
CepaC23/97 ... CT.AT.C.T..A. ... G..A..G.T.TT..
CepaC27/97 ... CA.AT.C.T..AT...G.A G.T.TT..
CepaC31/97 .vveer e L I
A)Variante colombianal TGACCCTATC GATCCAATCG AGTCAGAGGC TGAACCCAGAGGAGCCCCCA
B)Variante colombianall ...........cooviie i e e
C)Variantes derabia paresiante:
Cepa H03/97 C....C........ [CTT C..GT.G.....GA......
CepaB01/95 ... C.T...Ges i GT.A.. ...
CepaB01/00  ......... T....G.T. A...... ..G..A... .GAAT...
Cepa C23/97 C...C...... (CT G....C.GTG.............
Cepa C27/97 C..C....T....A.G.A.C.GT.G... ...
Cepa C31/97 C..C....... G e

A)Variante colombianal CTGTCCCC
B)Variante colombianall .A......
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C)Variantesderabia paresiante:

Cepa HO3/97
Cepa B01/95
Cepa B01/00
Cepa C23/97
Cepa C27/97
Cepa C31/97

Secuencia de aminoacidos 1-28 de la proteina L:

A)Variante colombianal MLDPGEVYDDPIDPIESEAEPRGAPTVP
B)Variante colombianall
C)Variantesderabia paresiante:

Cepa H03/97
Cepa B01/95
Cepa B01/00
Cepa C23/97
Cepa C27/97
Cepa C31/97

I S.T.l
G, S.....
.................. NS...
WFLRLLLSLL
GFel S....

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE RABIA

Figura 3. Alineamiento de los nucleétidos 5242-5500 (regién Psi-L) del genoma de los virus de la rabia y de los aminoacidos
1-28 de la proteina L nativa. A) Secuencia prototipo de la variante genética colombiana I. B) Secuencia prototipo de la variante
genética colombiana Il. C) Secuencias de las variantes de rabia paresiante estudiadas. El codén de iniciacién de la proteina
L se muestra dentro de una caja.
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Figura 4. Relaciones filogenéticas de 72 cepas de rabia, de las cuales 68 fueron aisladas durante tres epizootias en
Colombia. Este dendrograma esté basado en la combinacion de las secuencias de nucleétidos de las regiones G y Psi-L. La
distancia genética se midi6 por el método de Kimura biparamétrico y neighbor joining, utilizando el programa Phylip 3.52. La
cepa Pasteur (PV) se us6 como el grupo externo. Los nimeros en cada nodo indican los limites de confidencia que son

mayores al 70%.
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insectivoros de las especies Molossus molossus
y Eptesicus braziliensis en alrededores de la
ciudad de Cali en 1995 y 2000. Otras 3 cepas
fueron aisladas en 1997 en perros domeésticos en
el departamento de Arauca, la Region Caribe,
departamento de Cesar, y la Region Central,
departamento de Tolima. La cepa restante fue
aislada de un humano en el departamento de
Bolivar en 1997. De acuerdo con los andlisis
filogenéticos y de secuencia, estas 6 cepas
corresponderian a variantes de rabia paresiante
(aquélla cuyos reservorios y transmisores son los
quirépteros). La identidad de nucledétidos
encontrada para las regiones G y Psi-L entre estas
cepas fue de 83% en promedio, aunque tres de
ellas (C23/97, C27/97 y C31/97) se encontraron
cercanas, con una identidad de nucleétidos del
91% en promedio, valor que, si bien es alto, no es
suficiente para agruparlas dentro de una variante
genética. La cepa H03/97 se encuentra algo mas
alejada de las tres cepas anteriores y al
compararse con éstas presenté una identidad de
nucleétidos del 87%. Por lo demés, las cepas B01/
95, B01/00 y U52946, al compararse con el resto
del grupo, presentaron una identidad de
nucleétidos del 80%, 75%, y 70%,
respectivamente, indicando que su distancia
genética, entre si y entre éstas y las otras del
grupo, fue considerable. Teniendo en cuenta todo
lo anterior, las 6 cepas de rabia paresiante (HO3/
97, C23/97, C27/97, C31/97, B01/95 y B01/00)
constituirian seis variantes distintas en este
estudio. La identidad de nucleétidos encontrada
entre las variantes de rabia paresiante y las
variantes genéticas colombianas 1 y Il fue de 72%
y 73% en promedio respectivamente.

Discusién

Durante la década de 1980, la rabia urbana se
extendié a lo largo de la Region Central y el
departamento de Arauca sobre 19.000 y 8.000
km?, respectivamente. Los resultados que se
presentan en este articulo indican que los virus
rdbicos que se transmitieron en estas dos
epizootias estaban estrechamente relacionados
desde el punto de vista genético, con una identidad
de nucledtidos promedio del 98%. Es por lo ante-
rior que estos virus fueron agrupados dentro de lo
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gue se llamo la variante genética colombianal l.
Las epizootias de rabia urbana en la Regién Cen-
tral y en el departamento de Arauca finalizaron
en 1997. No se han aislados virus rabicos de
variante genética colombiana | desde ese afio, lo
cual sugiere que éstos no originaron ningun otro
brote y se encuentran extintos en el territorio
colombiano. Las campafias de erradicacion de la
rabia, que incluyen el control y vacunacion de la
poblacién canina, deben haber jugado un
importante papel en la supuesta extincion de los
virus rabicos de variante genética colombiana |
(4,5).

Durante la década de 1990, otra epizootia de rabia
urbana se extendi6 a lo largo de aproximadamente
40.000 km? de la Region Caribe colombiana,
departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar,
Cérdoba, Magdalena y Sucre. A pesar de las
campafias de control y vacunacion de caninos, la
rabia urbana, aunque ha disminuido
considerablemente en los ultimos meses,
representa todavia un grave problema de salud
publica en la Regidn Caribe colombianay podria,
eventualmente, extenderse a otras regiones en
Colombia (4,5). Nuestros resultados muestran que
los virus transmitidos en esta region estan
genéticamente relacionados, por lo que fueron
agrupados en una sola variante que se denominé
en este estudio variante genética colombiana II.
Actualmente, los virus de la variante genética
colombiana Il se encuentran restringidos a la
Region Caribe, especificamente al departamento
de Magdalena y, en menor grado, a Atlantico y
Sucre. Gracias a los programas de vacunacion,
estos virus estan en proceso de erradicacion en
Colombia, lo cual se deduce de la notable
disminucién del nimero de casos de rabia urbana
informados en el afio 2002 (16 casos en el periodo
enero-diciembre). El hecho de que la rabia se
transmita de quirépteros a humanos, causandoles
la muerte, ha sido ampliamente documentado (28-
31). En nuestra muestra de estudio se encontraron
4 cepas rabicas (H03/97, C23/97, C27/97 y C31/
97), aisladas de un humano y tres perros, que
estan genéticamente relacionadas con 3 cepas
rabicas aisladas directamente de quirdpteros: B01/
95 y B01/00, aislados respectivamente de
murciélagos insectivoros Molossus molossus 'y
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Eptesicus braziliensis en el Valle del Cauca, y
una cepa (genebank U52946) aislada en Estados
Unidos de un murciélago insectivoro Lasionycteris
noctivagans, especie que constituye una de las
principales fuentes de infeccién en casos de rabia
humana en ese pais (28). Lo anterior indica que,
aunque pertenecientes a variantes genéticas
distintas, H03/97, C23/97, C27/97 y C31/97
habrian tenido origen en quirépteros y convierte
el presente estudio en el primero en Colombia que
asocia la rabia en caninos y humanos con
quirépteros, identificando asi a estos ultimos
COMo reservorios que constituyen una amenaza
para la salud publica en el pais. Ya se han
informado casos de rabia humana transmitida por
murciélagos en algunos paises de América como
Chile (32,33), Pert (30) y Estados Unidos (34). Al
examinar las secuencias rabicas estudiadas, se
observa que existen mas sustituciones de
nucledtidos en la regién G que en el fragmento
del pseudogen Psi secuenciado, esto a pesar de
la naturaleza no codificante de este Ultimo, que lo
convierte en una regién aceptora de sustituciones
espontaneas (2,8,21). La aparente discrepancia
se explica de la siguiente manera: el gen G es
unaregioén altamente variable, debido a la deriva
antigénica a la que se encuentra expuesta la
proteina G (2,35), a su vez, el endodominio es la
region mas variable dentro del gen G (35).
Adicionalmente, la regién central de Psi es el doble
de variable que los flancos (10). En estudios
anteriores en cepas rabicas surafricanas, se
observo variabilidad similar entre el endodominio
del gen G y Psi (10). Luego, es coherente que
aparezcan mas sustituciones en el endodominio
del gen G que en la region menos variable dentro
de Psi.
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