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COLOMBIA 1982
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RESUMEN

En el periodo comprendido entre septiembre de 1981 y sep-
tiembre de 1982, se capturaron 150 murcic¢lagos pertenecientes a
cinco familias, 13 géneros y 13 especies. De estos especimencs se
aislaron cinco virus pertenecientes a la familia Rhabdoviridae y al
género Lyssavirus: tres aislamientos correspondieron a Carollia pers-
picillata (frugivoro), uno a Phyllostomus hastatus (carnivoro) y uno
a Uroderma bilobatum (insectivoro).

Los virus aislados fueron comparados con varias capas de refe-
rencia utilizando inmunodifusiéon y contrainmunoelectroforesis. Es-
tos estudios serologicos indicaron que los virus aislados pertenecen al
genero Lyssa, pero los serotipos parecen ser diferentes al virus ribico
clasico.

INTRODUCCION

La Rabia es una enfermedad infeccio-
sa, cuyos agentes etiologicos pertenecen a
la  familia Rhabdoviridae y al género
Lyssavirus, (aunque a serotipos diferen-
tes) (8,11, 29).
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Todos los animales de sangre caliente
son susceptibles de sufrir Ja enfermedad.
La mayor incidencia de rabia transmitida
por murci¢lagos se da en Ameérica Latina,
en donde abundan los murciélagos hema-
tofagos o vampiros, que son muy impor-
tantes vectores y reservorios del virus en
esta zona (10).

El papel que desempefan los muercié-
lagos en la transmision de este enferme-



dad comenzo a documentarse d princip?u
del siglo veinte por Carinini en BI’:AS[I].
(1911) cuando observo la sintomatologia
caracteristica en el ganado vacuno y lla-
mé la atencion sobre ¢l papel de los mur-
ciélagos (7). En 1921, Haupt ¥ colabora-
dores dieron un paso significativo €n las
investigaciones sobre el tema. al demo_s-
trar epidemiologicamente la impor‘tanm.a.
del muerciélago en la “*Rabia paresiante
v observar corpusculos de Negri en el ce-
rebro de murciélagos. Ellos fueron capa-
ces de reproducir la Rabia en caballos, co-
nejos y cobayos e hicieron el primer aisla-
miento del virus de un murciélago no he-
matofago. Estos trabajos fueron confir-
mados mds adelante por Queiroz Lima y
Torres y colaboradores en Brasil (16).

En 1932 en la isla de Trinidad, Pawan
hizo estudios de gran trascendencia, al
presentarse una gran epizootia en el gana-
do vacuno y 17 casos humanos; la enfer-
medad curso en forma paralitica tanto en
los animales como en las personas (21).
Desde entonces. a la “*‘Rabia paresiante™
se le conoce también como “Rabia de Tri-
nidad™.

El primer caso registrado de Rabia
transmitido por muerciélagos en la Améri-
ca del Norte. se presentd en 1940 vy afec-
10 a una jirafa que murié de Rabia en el
zoolégico de San Diego (E.U.). El episo-
dio se relacioné con una incursién de nu-
merosos murciélagos insectivoros. Sin em-
bargo. en los Estados Unidos nunca se
consideré en serio la presencia de murcié-
lagos infectados de Rabia hasta 1953,
cuando se aislo el virus rabico del tejido
cerebral de un muerciélago insecu'\-oro
que en plena luz del dja. habya mordido a
un nifio de Tampa (Fla.). Luego del inci-
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dente. son numerosos los casos descritos
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de seres humanos mordidos por murciél.
00s INsectivoros ¥ positivos para Rabiy
rz;ntrc los cuales se incluyen mas de S0 es.
pecies de los Estados Unidos y varias de
paises de América Latina (1.4).

En Colombia no se habra informado
de ningun aislamiento de virus rabico a
partir de murciélagos hasta 1963, cuando
se encontré positivo un especimen captu-
rado en San Vicente de Chucuri, Santan-
der, que fue identificado como Carollig
perspicillata y otros en 1966 en Pavaran-
docito, Mutatd, Antioguia, en un grupo
de cerebros que procedian de un Jote con
las especies Myotis nigricans v Lasiurus
ega. en este sitio se presentaba un brote de
“Rabia paresiante’ al momento de la cap-
tura de Jos murciélagos (18).

En el departamento de Antioquia. no
s¢ ha informado de nuevos aislamientos
del virus rabico a partir de murciélagos,
después de los trabajos de Morales. Osor-
no y colaboradores ya mencionados. a pe-
sar de que la Rabia sigue siendo un pro-
blema de primer orden en los sitios donde
se detectd por primera vez el virus, asi co-
moO en otras regiones del departamento.
Ahora es mds preocupante atn la situa-
cion, puesto que no solamente ha resulta-
do afectado el ganado bovino. sino que
tambi€n se ha informado de casos confir-
mados de rabia humana transmitida por
la mordedura de murciélagos (13).

Por las razones anteriores. se considero
de gran importancia, identificar en las
dreas de aita circulacion del virus. las es
pecies de murciélagos presentes v deter-
minar cudles estaban infectados con el vi-
rus rabico. Ademads, determinar si los Vi-
rus aislados de Jos murciélagos del depar-
tamento de Antioquia pertenecen al Sero-
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tipo de virus cldsico, o si estan relaciona-
dos con los nuevos aislados de murciéla-
gos de otras partes del mundo (8, 23).

MATERIALES Y METODOS

Areas de Estudio. En el periodo com-
prendido entre septiembre de 198] y
septiembre de 1982, se estudiaron cuatro
areas ecologicamente diferentes, entre las
cuales se seleccionaron varias localidades
procurando hacer las capturas de los
ejemplares en los sitios donde se tenian
informes previos de casos confirmados de
Rabia humana y/o animal en los cinco
anos anteriores a la investigacion.

Las dreas y localidades estudiadas apa-
recen en el Cuadro 1, con sus caracterss-
ticas ecologicas mas importantes. En el
Mapa se ubican geograficamente (6).

CAPTURA DE MURCIELAGOS

En campo abierto. Al caer la noche se
procedio a la instalacion de redes de ny-
lon BW.E.* tipo 50d/2Ply , de dimensio-
nes 7 ft x 42 ft, en sitios previamente se-
leccionados de acuerdo con las caracteris-
ticas fisicas, topoldgicas y ecologicas del
lugar y siguiendo las indicaciones del ca-
lendario lunar. Depende de la especie que
s¢ pretenda capturar; para murci€lagos
vampiros (principalmente Desmodus ro-
tundus), se coloca la red 5 cms del nivel
del piso, y para murciélagos no vampiros
a 50 cms del piso o mas.

Para las instalaciones de las redes se
utilizan vallas plegables de material livia-
no y resistente, preferiblemente de alumi-

* BLEITZ WILD LIFE FOUNDATION.
5$334 Hollywood Boulevard Hollywodd, Ca-
lifornia 90027.

nio, templadas de manera que en cada hi-
lo horizontal queden suficientemente pro-
fundas para que los especimenes queden
atrapados y con la seguridad adecuada pa-
ra que no se escapen al caer en el compar-
timiento. Luego se procede a hacer revi-
siones seriadas cada 20 minutos aproxi-
madamente, procurando hacer el menor
ruido posible y agilizando la recoleccién
en las canastas de transporte. Las manos
se protegen con guantes de cuero, asbes-
to u otro material resistente, para evitar
mordeduras accidentales.

En Cuevas. Luego de conocer la ubi-
cacion de las cuevas que sirven de refugio
a los murciélagos, se procede a la explora-
cion preliminar de los alrededores, tratan-
do de despejar la vegetacién que pueda
obstaculizar la recoleccion y al mismo
tiempo con el fin de reconocer cualquier
peligro eventual. Estas visitas se hacen a la
luz del dia. Aprovechando la permanencia
de los murciélagos en su habitat.

Después del reconocimiento exterior
s¢ hace una minuciosa exploracion inte-
rior, cuidando de llegar a todos los sitios
de la cueva y no mas de dos personas ade-
cuadamente equipadas, con las manos li-
bres y dispuestas a retroceder ante cual-
quier hecho inesperado, ya que es muy
comun que estos refugios sirvan de guari-
da a varios animales salvajes, incluyendo
serpientes. A continuacion del sondeo
preliminar, se tapan lo posibles sitios por
donde pueden fugarse los animales, se ins-
tala una red en la entrada y no mas de
tres personas se introducen en la cueva
con redes entomoldgicas (Jamas), linter-
nas, cascos protectores y guantes de cue-
ro. En el exterior debe quedar el resto del
personal encargado de situar los murciéla-
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CUADRO 1. AREAS Y LOCALIDADES DE ESTUDIO

CON SUS CARACTERISTICAS ECOLOGICAS

=
Area Localidad Altura Temp. Precipit. Caract
S..m. oC anual Ecologica
* ES 3
im) (mm).
1 Chigorodo 34 28 2.778 Bmh-T
Arboletes 4 29 - bs—-T
2 Caucasia 0 28 4.215 bh-T
Taraza 108 28 1.888 bh—T
3 Retiro 2.175 16 2.120 bmh—PM
Granada 2:050 18 3.848 bmh-MB
Cocorna 1.300 23 4.883 bp—PM
Pro. Triunfo 150 27 2.200 bh—-T
- Jardin Botanico 1.538 22 1.533 bmh—PM
Centro Suramericna 1.538 22 1.535 bmh—PM
Itaguy 1.550 21 1.753 bmh—PM
Bello 1.450 22 1.486 bh—PM
B 1 Uraba
2 Bajo Cauca
3 Oriente v Magdalena Medio
4 Valle de Aburra
** Simbolos Ecoldgicos:
bhm-—T: bosque muy humedo tropical
bs—T: bosque seco tropical
bh-T: bosque humedo tropical
bmh — PM: bosque muy humedo premonyano
bmh_MB:  bosque muy humedo montano bajo
bp—PM: Bosque pluvial premontano
FUENTE: Instituto Colombiano de Hidrologia v adecuacion de tierras — Himat.

gos adecuadamente en las canastas de

transporte.

El habito alimenticio de |as especies de
murciéelagos predominantes en un refugio.
s establece en forma preliminar por el

£

examen macroscopico de los excrementos
y el material superficial del piso. Es co-
mun encontrar suelos con apariencia san-
guinolenta, con olor caracteristico que
evidencia la presencia de vampiros. Tam-
bién es frecuente encontrar semillas. res-

Rev. Col. Cienc. Pec. Vol. 3 Nos ] v 2 Diciembre 1983




tos de frutos o de insectos cuando hay
murci€lagos frugivoros o insectivoros.
Puede llegar a éncontrarse en un habitat
tantos vampiros como murciélagos de
otros habitos alimenticios, distribuidos en
colonias y formando verdaderos “nichos’’,

En idrboles huecos, Los murciélagos
también suelen establecer sus guaridas en
arboles huecos, muy altos y viejos, En és-
tos sc procede inicialmente como en el
PUNto anterior, pero se varia la técnica an-
te la imposibilidad de penetrar a interior
de los drboles. Entonces se coloca la red
en la abertura principal y también en
otras adicionales si las hay, introduciendo
un recipiente al interior, que contenga
material moderadamente inflamable, de
manera que al encenderse se produzca
buena cantidad de humo para sofocar a
los murciélagos y asf obligarlos a evacuar
eldrbol. (Se utiliza comiinmente A.C.P.M )

TOMA DE MUESTRAS Y
COLORACION DE SELLERS.

Los murciélagos vivos se llevaron al la-
boratorio en canastas de transporte debi-
damente marcadas con las tarjetas preli-
minares. Alli se enumeraron de acuerdo al
orden de llegada y se clasificaron segun la
clave internacional recomendada por
0.P.5.(5,12).

Los resultados de esta clasificacion se
anotaron en las hojas de registro previa-
mente disenadas, y luego se procedio al
sacrificio, mediante una campana de va-
cio, con algodon impregnado de éter eti-
lico, dejandolos por tres minutos aproxi-
madamente en el interior,

Una vez muerto el animal, se procedio
a inicidir longitudinalmente la piel del
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dorso a nivel de la zona interescapular.
Expuestos los musculos, se localizo y se
extrajo la grasa parda o interescapular en
condiciones de asepsia. La muestra asi ob-
tenida se dividio en dos partes, una de las
cuales se utilizé como muestra de trabajo
y la otra se conservé en frascos estériles y
sellados a —200C y debidamente rotula-
dos.

Después de extraida la grasa parda, se
continud la linea de incision sobre la piel
en sentido ascendente hasta llegar al ce-
rebro y con pinzas y tijeras de diseccion,
s¢ obtuvo totalmente la masa encefilica.
procediendo con la muestra en forma si-
milar a la grasa, es decir diviéndola en dos
partes y luego conservando una en conge-
lacién a —200C.

Para el examen directo de las muestras
por coloracion de Sellers, se tomaron pla-
cas portaobjetos previamente lavadas, so-
bre las cuales se hicieron impresiones se-
riadas con las muestras de trabajo, cuidan-
do de marcarlas con el nimero del codigo
correspondiente a la procedencia de la
muestra. Inmediatamente se aplico el co-
lorante, a los 2 - 3 segundos se lavaron
con abundante agua corriente, dejandolas
secar al ambiente. La lectura para busque-
da de corpusculos de Negri se hizo con
objetivo de inmersion (100X), en un mi-
croscopio Leitz, modelo HM siempre en
duplicado.

Anticuerpos Fluorescentes. La prueba
directa de anticuerpos fluorescentes
(A.F.), se hizo en placas portaobjetos de-
bidamente disenadas para hacer la impre-
sion a partir de las muestras de trabajo,
tanto de la grasa interesescapular como
del cerebro. Las impresiones se hicieron
tocando ligeramente con un trozo de te-



jido que se manejaba con pinzas atraumi-
ticas, una zona previamente demarcada
removiendo luego el exceso de muestra
con papel de filtro. A continuacion, se de-
jaron secar al ambiente y se fijaron en va-
sos de Koplin con acetona pura fria por
un minimo de diez minutos. Finalmente
se procedio a la tincion, por un procedi-
miento igual al descrito por Larght y Cols.
y se aplica el liquido de montaje y las la-
minillas cubreobijetos, procediéndose a la
lectura. En cada prueba se incluyeron
siempre dos controles, uno positivo ¥
otro negativo para antigeno ribico pro-
cedentes del “stock’’ del Laboratorio De-
partamental, Servicio de Virologia. (cere-
bros bovinos y caninos).

La lectura de las preparaciones para

A.F. fue hecha en un microscopio Leitz
modelo SM, tubo monocular, con lim-
para de Juz ultravioleta fluorolume, mo-
delo HB—200 Osram, usando estos fil-
tros: anticalorico K G1 — 2mm, excitador
UG1 — Imm, de barrera K430 y antirrojo
BG38 — 4mm. Siempre se hizo una pri-
mera inspeccion de la placa usando ocular
10x, objetivo 10x y luego 100x. En todos
los casos la lectura fue confirmada, exa-
minando primero los controles positivos y
negativos para antigeno ribico. Se inter-
pretaron como positivas todas las pruebas
en las cuales aparecio una coloracion ver-
de manzana, en forma de granulos defini-
dos de tamano variable o en forma de pol-
vo fino. Se interpretaron como negativas
cuando no se observaba fluorescencia o
cuando se observaban manchas verdosas o
azules indefinidas, correspondientes a la
fluorescencia inespecifica.

Prueba biologica. La prueba biologica
(P.B.) a pesar de su sencillez, es muy sen-
sible y especifica para el aislamiento del

virus rabico (14). Su fundamento radigy
en la alta susceptibilidad del tejido cere.
bral de los ratones albinos suizos, tanto
lactantes como jovenes v adultos a la ip.

feccion por el virus de la Rabia, que leg
causa incefalitis mortal. Los resultados se
confirman con la prueba de A.F. en cere.

bros de los animales enfermos 0 muertos, ‘

Los ratones albinos suizos usados en
el estudio, procedian del bioterio del La.
boratorio Departamental del Servicio Sec.
cional de Salud en Antioquia.

Para preparar los inoculos, se uso lg
muestra que previamente habia sido guar-
dada en congelacion a —200C. En un cu-
bilete de seguridad se procedio al macera-
do y homogenizacion en mortero esteril,
agregando como solucion de suspension,
P.B.S. pH = 7.2, con suero equino libre
de anticuerpos antirrabicos al 29/o, en
proporcion 1:4 por peso. Por seguridad
no se centrifugd, sino que se. dejo sedi-
mentar el preparado por gravedad a
4 — 80C en tubos de centrifuga debida-
mente sellados, durante 24 horas. Luego
se separo el liquido sobrante con propipe:
teador y pipeta pasteur y fue envasado en
“Viales™ estériles. A continuacion se agre-
gé al sobrenadante solucion de Hank's
pH = 7.2, mas solucion de antibioticos
(Garamicina — Penicilina Nistatina),
proporcion de 0.8 ml por cada 10 ml de
macerado. Se incubo por 60 minutos en
estufa a 370C, para luego continuar con
la filtracion por filtro de Swinny* con
membrana clarificante de 0.45 milimicras
y esterilizantes de 022 milimicras. Und
vez filtrado el sobrenadante, se envaso en
frascos esterilizados y sellados con ¢l r0-

* SWINNY, R, Milipore ('nrpumtinn.Bcdlmd'
Massachusetts 01730, U.S.A.
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tulo respectivo, usando luego una parte
para la inoculacion y el resto se conservo
a —200C.

Para la inoculacion fueron empleadas

jeringas de tuberculina estériles, de 1 c.c.
y agujas numero 26-27 de 045 x 13
mm., con las cuales se inoculd por via
intratecal 0.01-0.03 ml de los in6culos
ya preparados.

Para desinfectar la zona de inocula-
cion, se utilizé alcohol yodado al 39/o.
Una vez inoculados los ratones se ubica-
ban en cajas debidamente marcadas con el
numero de orden, cepa del virus inocula-
do, fecha y el nimero de ratones inocula-
dos. El sobrante del material utilizado pa-
ra la preparacion de los indculos, como
para la inoculacion fue desechado en solu-
cion de hipoclorito de sodio al 19/o0. La
vidrieria se esterilizo en autoclave a 15 li-
bras de presion durante 15 minutos,se la-
vo y se resterilizo. El material metdlico, se
desecho en una solucion de benzalconio y
luego se esterilizo.

Los ratones fueron observados diaria-
mente a manana y tarde, a partir del dia
de la inoculacion. Las evoluciones fueron
registradas en hojas previamente disefia-
das, por un periodo hasta de 60 dias. En
los animales se buscaba alguno (s) de los
siguientes signos: pelo erizado, cola en
bandera, incoordinacion para el movimien-
to de las patas posteriores, convulsiones,
paralisis, postracion o muerte.

Cuando un animal se encontro muerto y
al menos aparecio la cabeza, se considero
para el estudio; si solamente se encontra-
ba el cuerpo. se consideraba devorado y
no se tuvo en cuenta.
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La muerte de los ratones no se estimé
significativa cuando ocurrié en las 2448
horas siguientes a la inoculacién . pues se
acepta que la mayoria de las veces se deba
a trauma de inoculacion. No obstante,
cuando esto ocurri6 a todos los ratones,
s¢ repitio la inoculacion diluyendo el

indculo 1/10 en P.B.S. con suero equino
al 29/o.

Los ratones que enfermaron, se sacrifi-
caron con éter y tanto €stos como los que
murjeron, se conservaron en recipientes
estériles. Con los cerebros se realizaron
pruebas confirmatorias por A.F. yreino-
culacion.

Este primer indculo de ratones se lla-
mo pase (cero).

INMUNODIFUSION Y
CONTRAINMOELECTROFORESIS

A los virus aislados de ratones, se les
practicaron pruebas inmunologicas de
comparacion antigénica por inmunodifu-
sion radial (1.D.) segun la técnica de Ata-
nasiu et al. (3) y por contrainmunoelec-
troforesis (CIEF), segun técnica de Pes-
sendoorffer et al. (22) usando como con-
troles los virus vacunales de las vacunas
C.R.L. canina y humana de uso oficial en
Colombia.

RESULTADOS

En el periodo de capturas menciona-
do, se obtuvieron 150 muerciélagos perte-
necientes a cinco familias, 13 géneros y
13 especies, procedentes de 12 localida-
des de las cuatro dreas estudiadas. En el
Cuadro 2 se detalla el nimero de especies
capturadas, por localidad y area: en el
Cuadro 3. se incluye la clasificacion a par-
tir de la familia.



CUADRO 2. MURCIE

Y AREA DE ESTUDIO

LAGOS CAPTURADOS POR LOCALIDAD

. e
Area Localiad Especie = Reﬂ::taalfu
* T —
1 Chigorodd Noctilio leporinus i .
Carollia perspecillata 3 =
Desmodus rotundus 2 —
Phylostomus hastatus 3 -
Rhogeessa sp. ! =
Uroderma bilobatum 1 -
Arboletes Molossus molossus 2
2 Caucasia Myotis migricans 2 =
Noctilioy leporinus 3 B
Carollia perspicillata 13 =
Sturnira lillium 1 =
Artibeus lituratus 3 =
Vampyressa ninphaea 2 =
Uroderma bilobatum 5 -
Desmodus rotundus 13 -
Taraza Uroderma bilobatum 1 1+
Tadarida braziliensis 3 -
3 El Retiro Carollia perspicillata 4 -
Desmodus rotundus 3 -
Granada Desmodus rotundus 1 -
Cocorna Carollia perspicillata 10 2F
Pto. Triunfo Phyllostomus hastatus 2 2%
Mimon creculatum 2 =
Carollia perspicillata 39 )+
4 Jardin Botanico Artibeus lituratus 3 -
Medellin Phyllostomus discolar 9 -
Glosophaga soricina 1 ¥
Molossus molussus 2 -
Centro Suramericana Artibeans lituratus 5 =
Med ci.h'n Glosophaga soricina ] -
ltagui Molossus molossus 6 =
Bello Desmodus rotunds 1 .
Carollia perspicillata 1 =
B—
1 Uraba

B oW

Bajo Cauca
Oriente v Magdalena Medio
Valle de Aburra
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CUADRO 3. CLASIFICACION DE LOS MURCIELAGOS CAPTURADOS

Familia Género Especie Capt. Oy
No.

Phvllostomatidae Mimon creculatum 2 1.3
Phyllostomus discolor 9 6.0

Phyllostomus hastatus 5 3.3

Glosophaga soricinga 2 1.3

Carollia perspicillata 70 6.6

Sturnira lillium | 0.0

Uroderma bilobatum 7 4.6

Vamoyressa ninphaca 1 1

Artibeus lituratus 11 7.3

Noctilionidae Noctilio leporinus 4 2.6
Desmontidae Desmodus rotundus 21 14,0
Vespertilionidae Myuotis nigricans 2 1.3
Rhogeessa sp. I 0.0

Mollosidae Molossus molossus 10 0.6
Todarida braziliensis 3 2.0

De los 150 murciélagos capturados,
6 (49/0) fueron positivos para virus rabi-
co. Estos procedian de las localidades de
Cocorna, Puerto Triunfo y Taraza, perte-
necientes a las areas 2 y 3 (Ver Mapa), en
donde frecuentemente se han presentado
brotes de Rabia con casos confirmados en
humanos y animales en los tres ultimos
anos (13). En el Cuadro 4 se ubican las lo-
calidades con los casos positivos por las
pruebas de A.F., Sellers y P. B. de cere-
bro, incluyendo las especies y su régimen
alimenticio.

Por primera vez en las investigaciones
sobre “Rabia paresiante’’ en Colombia, se
asil6 el virus de la especie Uroderma bilo-
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batum, en la localidad de Tarazd, en un
ejemplar capturado en un refugio de la
zona rural de ese municipio y que s¢ ha-
llaba conviviendo con otras especies insec-
tivoras y hemotofagas. Esta caracterystica
ecologica fue observada también cuando
se capturaron dos ejemplares de la especie
carnivora Phyllostomus hastatus en la re-
gion de San Miguel — Puerto Triunfo y
que también resultaron ser positivos para
virus rabico al examen microscopico por
AR.y por P.B.

En ninguno de los casos positivos se
encontro virus por P.B., antigenos por A.
F. o corpusculos de Negri por Sellers en la
grasa parda.
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En la region de San Miguel — Puerto
Triunfo, fue hallado muerto un murcieé-
lago identificado como Carollia perspici-
llata, el cual fue rescatado de una corrien-
te de aguas negras, que al ser examinado
en el laboratorio resulto positivo para vi-
rus rabico. por las pruebas de A.F.y P.B.

Las cinco cepas aisladas de los seis
murciélagos se denominaron de acuerdo a
su Jugar de procedencia, el nimero de or-
den por localidad y afo de aislamiento.
con excepcion de la ltima, aislada de la
especie insectivora Uroderma bilobatum,
denominada con el apellido de quien hizo
el aislamiento. niamero de orden y el ano
de aislamiento (cepa Gallo — 1-82).

El Cuadro 5 muestra las diferentes ce-
pas, su nomenclatura y caracteristicas co-
nocidas hasta ahora.

La unica cepa aislada que presento cor-
pusculo de Negri al examen Microscopico
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por Sellers, tanto en el cerebro de los
murciélagos como en de losratones fue la
cepa CO—1-81. como se aprecia en el
Cuadro 5, estos corpusculos de Negri
eran de forma redondeada. bordes defini-
dos. con matriz acidnfila. componente in-
terno basofilo v tamafo mas pequeno de
los usualmente observados en cepas de
origen canino y bovino.

Los periodos de incubacion en ratones
fueron largosy comprendidosentre 6y 40
dias con una media en dias. variables s¢-
giin el nimero de pases y de acuerdo con
la cepa del virus inoculada, como muestra
también el Cuadro 5.

Estas cepas se mantienen por pases &
riados en ratones albinos del mismo tip0
y origen del usado para el aislamiento in”
cial, preparando indculos del cerebo fjel
ratéon en forma similar a la ya descrit
Igualmente, con muestras de los distint0s
pases, se realizaron pruebas inmunolog”

1943



cas para comparar las 5 cepas con la cepa
C.V.S. (Virus fijo estandar de confronta-
cion, las cepas vacunales usadas para las
vacunas C.V.S., 91 de origen humano y
51 de origen canino) asi como con las ce-
pas Titi—1-82 y Acandi, de origen bovi-
no. En efecto se prepararon indculos fres-
cos en la forma ya descrita y como si se
fueran a usar para pruebas de microneu-
tralizacion. Se procedio luego en cubilete
de seguridad a inactivar el virus por trata-
miento con una solucion de formaldehido
al 49/o dejando luego el material en refri-
geracion (4—69°C) por 4-8 dias, al cabo

de los cuales se hicieron pruebas de viabi-
lidad en ratones. En un primer experi-
mento se monto una prueba de inmunodi-
fusion radial doble con diferentes esque-

mas en forma similar al sistema descrito
por Atanasiu et al(3) usando como anti-
suero una muestra de suero equino I.N.S.*
preparado en mulos y que segun el fabri-
cante tiene un titulo por neutralizacion
frente a C.V.S. de 1/2.820, correspon-
diente a 170 U.l./ml (lote 9, vencimiento
febrero 1982). Como antigeno control se
usaron Vacunas C.R.L. humana y canina,
también I.N.S. (lotes 241, 247), que con-
tienen los virus C.V.S. (60.959/0) y 51
canina (39.04%0) y C.V.S.. 51 y 91,y
la de uso humano (53.659/0, 37.66%/0.
8.689/0). A pesar de que se mantuvieron
por 72 horas en camara humeda las placas
con vacunas y las cepas, no se obtuvo nin-
guna banda en varias pruebas.

CUADRO 4. MURCIELAGOS POSITIVOS PARA RABIA POR LOCALIDAD
Y SUS REGIMENES ALIMENTICIOS

Localidad Especie Régimen Resultados Lab.
Alimenticio Sell. AF P.B.
ici Tugly + + +
Cocorna Carollia perspicillata frugivoro N 3
Carollia perspicillata frugivoro =
; B + g
Puerto Phyllostomus hastatus carm'vom N T
Trninfo Phyllostomus hastatus carnivoro - K A
Carollia perspicillata frugivoro =
; ; * - +
Taraza Uroderma bilabatum insectivoro

« INSTITUTO NACIONAL DE SALUD. Co-
lombia, Seccidbn Productos biologicos. Av.
El Dorado, Cra. 0, D.E. Colombia.
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CUADRO 5. CEPAS DE VIRUS AISLADOS Y ALGUNAS DE SUS

CARACTERISTICAS
“ . 3 o —
Cepa Especie de origen . de Negrien |G de Negri en| C. de NegrienP.de In. p, g¢)
b. murciel Po otros pases (PX) prom, prom,
cereb. il l‘n%
Sl NO | SI NO | SI NO
. b.¢ 36 19
X 7
CO—1-81 Carollia perspicillata X ’ ) i
X ] 36
CO-2-82 Carollia perspicillata X
. X X 16 24
PT—1-—81 Carollia perspicillata X
’ X X 6 24
PT—-2-82 Phyllostomus hastatus(| X
. X X 21 24
Gallo—1—82 | Uroderma bilabarum b3

Se procedio entonces a repetir el expe-
rimento, cambiando el antisuero por otro
lote (11), vencimiento septiembre de
1984), titulo 1/3.091, equivalente a
154.7 unidades internacionales/ml. y se
obtuvo un resultado similar. Entonces se
montd una prueba de contrainmunoelec-
troforesis (CIEF) discontinua, segun el
método de Pessedorffer, Krostnetzky y
Wewalaka (22) usando agar-agar lavado
por el procedimiento de Drohult (22) v
un aparato de C.LE.F. tipo Beheringwer-
ke con dispositivo de enfriamiento* en un
sistema similar al ya descrito.

Se hizo una primera prueba con suero
puro y una segunda con dilucion 1/40 en
PB.S. pH =72. La prueba se “corri¢”
durante 30, 60 y 90 minutos, haciendo
lecturas cada vez con luz blanca de incid-
dencia oblicua y una lupa de filatelista.

Después de 90 minutos aparecieron
dos bandas de precipitado con las vacunas

* DNSK LABORATORIENDSTYR A/S Co-
penhagen — Denmark.
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C.R.L. y el antisuero puro, de forma y
posicion similar a los descritos por Atana-
siu et al (3), los cuales fueron sometidos s
la prueba del Citrato de Sodio (9)y luego
coloreados con amidoschwartz con resul-
tado positivo.

En ninguna de las cinco cepas aisladas
de murci€lagos se ob*uvo banda de preci-
pitado al enfrentarlas al antisuero puro y
diluido 1/40 en diversas pruebas, aunque
se incubaron Jas placas en camara himeda
por 24 horas; se trataron para revelar las
bandas (3) y se colorearon con amidosch-
wartz en forma similar a las pruebas con
las vacunas.

Otros estudios de proteccion cruzada
con antisueros heterdlogos y con otros lo-

tes de antisuero equino, estan actualmen:
te en curso,

DISCUSION

De la totalidad de murciélagos captv
rados, la especie mas frecuentemente en-
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contrada Carollia perspicillata (46.60/0).
concuerda con los datos obtenidos del in-
ventario de murci¢lagos de Colombia v
Antioquia (19). Esta especie fue encon-
trada desde los S0 metros sobre el nivel
del mar hasta los 3.000 mts. tanto en
dreas urbanas como rurales v compartien-
do los mds diversos habitos con murciéla-
gos de otras especies y de diferentes regy-
menes alimenticios.

Estos murciélagos se pudieron haber
infectado por mordeduras durante rinas
en sus ‘“nichos™ o por aerosoles forma-
dos en competencia por su hdbitat en si-
tios de alta poblacion o hacinamiento.
Esto se evidencia por las inspecciones he-
chas durante las visitas a los refugios. Por
otra parte,es comin en el comportamien-
to de los quirépteros la limpieza de la
piel y membranas entre sus congéneres lo
que propicia la infeccion cruzada. (2,10).

Por primera vez fue encontrada en el
departamento de Antioquia la especie in-
sectivora Mimon creculatum, en la zona
rural de la region de San Miguel—Puerto
Triunfo. En esta misma region fue halla-
do muerto, flotando sobre una corriente
de aguas negras otro Carollia perspicillata
que al ser examinado en el latoratorio por
pruebas biologociaa y anticuerpos flores-
centes resultd positivo para Rabia. Este
hallazgo esta en favor de la infeccion letal
por el virus, aunque no se descartan otras
causas que explicarian su muerte. como
serian otros agentes infecciosos no estu-
diados.

El aislamiento de virus rabico por pri-
mera vez en la especie insectivora Uroder-
ma bilobatum (cepa Gallo 1-82), es preo-
cupante, puesto que se agrega a la lista de
murciélagos no hematoéfagos ya descrita

en la literatura. que juegan un papel im-
portante en la transmision ¥ epidemiolo-
gia de la Rabia en Colombia.

Las regiones San Miguel — Puerto
Triunfo, Tarazd y Cocornd. de donde pro-
cedian los murciélagos positivos para Ra-
bia. son sitios de permanentes brotes de
Rabia humana, bovina, canina desde hace
muchos afios (13), lo cual hace pensar
que estos animales juegan papel prepon-
derante como reservorios v iransmisores
de la Rabia en esos sitios. especialmente
por el hecho de que, aunque los murci€la-
g0s insectivoros no atacan al hombre nia
los animales. cuando aparecen con los sin-
tomas de la Rabia cambian de comporta-
miento lo que implica la pérdida de te-
mor a las especies mayores v al hombre,
con eventuales ataques a los mismos y
transmision de] virus.

En estudios previos realizados en el de-
partamento de Antioquia,como el de Mo-
rales y colaboradores en Urabd (18).se en-
contraron virus rabico por pruebas de
Sellers vy P.B.. pero estos autores no hicie-
ron observaciones suficientemente largas
de los ratones inoculados. ni inmuno-
fluorescencia. ni pruebas inmunologicas.
para comparar las cepas que aislaron con
otras conocidas de virus rabico: por ésto.
resulta dificil a los autores establecer si
los virus que ellos encontraron eran simi-
lares o no.a los que se aislaron en nuestra
experiencia, existiendo por supuesto ade-
mds, las posibilidades de que algunas de
las especies que nosotros encontramos po-
sitivas para Rabia, no fueran detectadas
en aque] trabajo, por diferencias en la me-
todologia empleada.

Las cinco cepas de virus aisladas a par-
tir de los cerebros de los murciélagos ya
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mencionados y que se encontraron positi-
vos por inmunofluorescencia, por el he-
cho de reaccionar con un conjugado que
contiene un antisuero especifico contra
la nucleocapside del género Lyssz (8), se
pueden considerar como pertenecientes a
este género de la familia Rhabdoviridae,
pero por no haber reaccionado con el an-
tisuero equino preparado por inmuniza-
cion con antigeno de C.V.S., puede decir-
se que por lo menos no es un virus del
mismo tipo, es decir, que probablemente
pertenecen a un serotipo diferente. pues-
to que el mismo antisuero enfrentado
a un virus rabico de origen canino (cepa
51) y aun virus de origen humano (cepa
91). si reacciona. Sin embargo, como s¢
sabe. el serotipo de un miembro de la fa-
milia Rhabdoviridae v ¢l género Lissavi-
rus se establece con precision cuando se
hacen pruebas como neutralizacion o con
anticuerpos monoclonales (8) y en las
cuales se maneja el antigeno de la Gli-
coproteina y no el de la nucleocdpside.
Por supuesto, no se puede todavia des-
cartar que el antigeno detectado por la
prueba que utilizamos (C.E.E.F.) sea el
de la glicoproteina, caso en el cual ya es-
taria probado que estos virus correspon-
den a serotipos diferentes del género
Lyssa.

Por otra parte, con los estudios de las
cepas aisladas que se han hecho hasta e
momento, no es posible establecer si esto;
virus son semejantes O NO a Otros aislados
de murciélagos en Africa, Australia y Noy.
te América,y que recientemente se ha pro.
puesto, inclusive agrupar o bien dentro de
un nuevo subgrupo del genero Lyssa for.
mando serotipos, 0 un nuevo género de [,
familia.

Los estudios de inmunidad cruzada.
neutrolizacion homologa v heterologa as
como anticuerpos monoclonales y los es-
tudios comparativos inmunoquimicos que
se van a realizar en el futuro, seran defini.
tivos al respecto.

No sobra por todo lo anterior destacar
la importancia que tiene, para el manejo
de los accidentes rabicos en humanos, pa-
ra los programas de vacunacion humana y
animal y para la produccion de vacunas
de uso en humanos y animales, el haber
descubierto en Colombia virus en murcié-
lagos que ademas de ser diferentes a los
serotipos que contienen las dos vacunas
de uso oficial en Colombia, son virus rabi-
CO que aparentemente no reaccionan con
los anticuerpos de el suero antirrabico de
uso oficial en Colombia.
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