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Resumen

La rabia es una zoonosis viral de distribucion
mundial que afecta el sistema nervioso central;
epidemiolégicamente, por su forma de trasmision se ha
clasificado en dos categorias: la forma urbana, asociada
a caninos y felinos, y la selvitica, a murciélagos
hematé6fagos. En Colombia se aislé en 1968 el primer
virus rabico, del murciélago vampiro (Desmodus
rotundus), y desde entonces la poblacion se ha visto
afectada histéricamente por brotes urbanos y selvaticos.
El objetivo de este trabajo fue analizar 19 secuencias
parciales de la proteina N de la nucleocapside del virus
de la rabia reportadas en Colombia y depositadas en el
GenBank entre 1994 y 2008, para establecer su relacién
filogenética. El arbol filogenético mostré 4 grupos
monofiléticos. Epidemiolégicamente se presentan dos
formas de trasmision del virus (ciclo urbano y selvatico),
con implicaciones en salud publica, por lo que se
hace necesario implementar medidas de prevencion y
control que disminuyan el impacto sobre la poblacién
humana.
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Abstract

Rabies is a viral zoonosis distributed worldwide that
affects the central nervous system. Epidemiologically,
due to the form of transmission rabies has been
classified into two categories: urban form, associated
with canine and feline, and sylvatic, involving
vampire bats. In Colombia, the first rabies virus was
isolated in 1968 from the vampire bat (Desmoncus
rotundus), and since then the population has been
historically affected by urban and jungle outbreaks.
The objective of this study was to analyze 19
partial sequences of nucleocapsid protein N of
rabies virus reported in Colombia, and deposited in
GenBank between 1994 and 2008, to establish their
phylogenetic relationships. The phylogeny showed
four monophyletic groups. Epidemiologically, two
forms of transmission of the virus (urban and sylvatic
cycle) are present, with implications for public health.
Therefore, it is necessary to implement prevention
and control measures to reduce the impact of the
zoonosis on the human population.
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Introduccion

Larabia es una infeccién viral que afecta el sistema
nervioso central (SNC) en humanos y animales,
ocasionando encefalitis aguda fatal (1); se produce
en todo el mundo, excepto en la Antartida, y
la mayor mortalidad en humanos se presenta
en Asia, Africa y América Latina, donde no se
dispone de programas obligatorios de vacunacion
en los animales, y en muchos casos la profilaxis
posterior a la exposicion no esta disponible (2).
El agente etiolégico es un virus neurotrépico, en
forma de bala, envuelto, perteneciente a la familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus, y su genoma
es ARN, de cadena sencilla, no segmentado,
de polaridad negativa, compuesto por cerca de
12.000 nucleétidos que codifican para cinco
proteinas estructurales: N, P, M, Gy L (3).

Los andlisis filogenéticos de la relacion virus-
hospedero sugieren que los 15 Lyssavirus
conocidos, probablemente, se originaron en
murciélagos, y se pueden dividir en filogrupos. El
filogrupo | comprende el virus de la rabia clasica
(RABV) y la mayoria de Lyssavirus, de murciélagos;
mientras que el virus de murciélago Lagos (LBV) y
el virus de murciélago Shimoni (SHIBV) forman el
filogrupo 1l (4, 5).

Los estudios evolutivos sobre Lyssavirus han
tendido a centrarse en la proteina N, una
proteina estructural conservada, y en la proteina
G, que contiene los dominios responsables del
reconocimiento del receptor y fusion con la
membrana de la célula hospedera (4).

El andlisis filogenético es un proceso de estimacion
de la historia de la evolucién de un conjunto
de genes, especies, taxa u otros. El objetivo fue
construir un arbol filogenético que representa la
mejor de las hipotesis de la filogenia real. Existen
cuatro métodos principales para construcciéon de
arboles: método del vecino mdas cercano (NJ)),
maxima parsimonia (MP), de maxima verosimilitud
(ML) vy la inferencia bayesiana (Bl) (6,7). Las
secuencias de acidos nucleicos son almacenadas
en diversas bases de datos, y existen diversas
aplicaciones de software para analizarlos.

En el presente trabajo se obtuvieron 19 secuencias
parciales de la proteina N de la nucleocépside del
virus de la rabia, en formato fasta del GenBank;
este formato fasta estd basado en un texto para la

representacion de secuencias de 4cidos nucleicos o
secuencias de péptidos, en los cuales los nucledtidos
o0 aminodcidos se representan usando codigos de
una sola letra; el formato también permite nombres
de secuencias y comentarios de las secuencias. La
simplicidad del formato fasta hace que sea facil
de manipular y analizar las secuencias, utilizando
distintos programas informaticos.

La alineacion de secuencias multiples consiste
en un alineamiento de tres o mas secuencias de
ADN, ARN o secuencias de proteinas; es una
forma de organizar las secuencias en columnas
sucesivas para identificar regiones homélogas. La
homologia entre las proteinas y el ADN o ARN
se puede establecer sobre la base de similitud de
las secuencias; pero esta similitud tiene que tener
una relacion evolutiva por la cual las secuencias
comparten un linaje y son descendientes de un
ancestro comun. Por lo tanto, nos muestra que
los residuos son fundamentales y también nos
ayuda a identificar homologos distantes con mayor
confianza que la podria establecer la alineacion de
secuencias pares (8).

El modelo de sustituciéon éptima, codifica una
hipotesis acerca de las tasas relativas de mutacién
en varios sitios a lo largo de los genes o secuencias
de aminoacidos que se estan estudiando (6, 9). En
su forma mas simple, los modelos de sustitucion
tienen por objeto corregir las diferencias en
los tipos de transiciones y transversiones en las
secuencias de los nucleétidos. El uso de modelos
de sustitucion son necesarios por el hecho de que
la distancia genética entre dos secuencias aumenta
linealmente solo por un corto tiempo, después,
las dos secuencias divergen una de la otra (10).
El objetivo del presente trabajo fue analizar
19 secuencias parciales de la proteina N de la
nucleocdpside del virus de la rabia, reportadas
en Colombia entre 1994 y 2008, depositadas
en el GenBank, para establecer sus relaciones
filogenéticas.

Materiales y Métodos

Se obtuvieron 19 secuencias genémicas parciales
de la proteina N de la nucleocapside del virus de
la rabia, reportadas en Colombia entre 1994 vy
2008 y disponibles en GenBank (http:/www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/). El nidmero de acceso de
las secuencias en el Genbank, origen, hospedero y
ano se presentan en la Tabla I. Para proporcionar
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la raiz a los diferentes arboles filogenéticos
propuestos se incluyé la secuencia de un virus
de murciélago europeo (EBLV-2), con nimero de
acceso en GenBank U22846 (11).

Las 20 secuencias fueron editadas en fragmentos
de 264 bp, utilizando el bloc de notas como
editor de texto, y este formato se convirtié en
un archivo fasta; enseguida se hizo la alineacién
de las secuencias mediante el software Mega

versién 4.0 (12); estos alineamientos se usaron
visualmente para hacer andlisis comparativo de los
codones de inicio y de terminacion. La eleccion
del modelo de sustitucion de los nucledtidos que
mejor se ajustd a los datos se determiné con el
software MrModeltest version 2.3 (13). El andlisis
filogenético se realizo utilizando MEGA v 4.0 (12).
La comprobacién del grado de saturacion para el
gen N de la proteina de la nucleocéapside del virus
de larabia se efectué mediante el software Dambe
(14).

Tabla I. Nameros de acceso en GenBank de las secuencias de la nucleoproteina
de la capside del virus de la rabia usadas para el andlisis filogenético.

N.° GenBank Origen Hospedero Ano
1 JF693476 Humano Desmodus rotundus 1994
2 JF693471 Gato Desmodus rotundus 1994
3 JF693453 Canino Canis. lupus familiaris 1995
4 JF693475 Humano Desmodus rotundus 1995
5 JF693465 Bovino Desmodus rotundus 1997
6 JF693463 Bovino Desmodus rotundus 1997
7 JF693467 Bovino Desmodus rotundus 1997
8 JF693464 Gato Desmodus rotundus 1997
9 JF693455 Humano Canis. lupus familiaris 2000
10  JF693469 Equino Desmodus rotundus 2002
11 JF693468 Bovino Desmodus rotundus 2003
12 JF693466 Bovino Desmodus rotundus 2006
13 JF693474 Gato Desmodus rotundus 2006
14  JF693470 Humano Desmodus rotundus 2007
15  JF693457 Humano Desmodus rotundus 2008
16  JF693456 Humano Desmodus rotundus 2008
17  JF693458 Gato Desmodus rotundus 2008
18  JF693460 Humano Desmodus rotundus 2008
19 JF693478 Humano Desmodus rotundus 2008

Fuente: GenBank

Resultados y Discusion

En la Fig. 1 se presenta el arbol filogenético,
obtenido mediante el software Mega 4.0, usando
NJ como modelo de sustitucion, y como marcador
molecular las distintas secuencias de la proteina
de la nucleocapside del virus de la rabia, de las 19
secuencias reportadas en Colombia entre 1994 vy
2008, y en la Fig. 2 se muestra la comprobacion
del grado de saturacién del modelo del marcador

de la proteina N de la nucleocédpside, mediante el
software Dambe.

Se gener6 un arbol filogenético mediante el
algoritmo de NJ y se enraizo6 con el grupo externo
EBU22846, usando como marcador molecular
secuencias de la proteina N de la nucleocédpside
del virus de la rabia (Fig. 1). El arbol mostro 4
clados monofiléticos procedentes de un mismo
ancestro. El clado mads basal integrado por los
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taxones JF693455.1 Humano y JF693451.3 Canino
presenté el grado maximo de similaridad (100%);
lo que sugiere que la misma cepa del RABV
afecté 2 especies distintas de mamiferos (humano-
canino), relacionadas con la rabia urbana.

El segundo clado esta conformado por los taxones
JF693471 Gato y JF693475.1 Humano; el grado de

98

similaridad entre ellos es del 100%, sin embargo,
la similaridad mas interna entre los taxones
JF693476.1 Humano y JF693475.1 Humano es del
59%; en este clado se ubican las cepas que generan
infecciéon en las especies gatos y humanos, en las
que se incrimina un Unico vector (D. rotundus), lo
que constituye casos de rabia por ciclo silvestre o
selvético.
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Figura 1. Filogenia del virus de la rabia, obtenida con Mega 4.0, usando NJ como
modelo de sustitucion, y como marcador molecular las distintas secuencias de la
nucleocédpside del virus de la rabia reportadas en Colombia entre 1994 y 2008.

El tercer clado, de JF693463.1 Bovino hasta
JF693456.1 Humano, vy el cuarto clado,
conformado por los taxones JF693469.1 Equino
hasta JF693467.1 Bovino, presentan entre si una
similaridad media (73%), pero cada subgrupo
monofilético presenta una alta similaridad (98%);
el tercer clado infecta tres especies (bovino-
humano-gato), y el cuarto clado presenta infeccién
en equino-humano-bovino; estos dos clados tienen
al D. rotundus (Tabla 1) como vector comun,
presentandose casos de rabia por ciclo silvestre.

El anélisis de las 19 secuencias de la proteina N
del virus rdbico muestra subtipos diferentes; las
secuencias JF693455.1 y JF693470.1, obtenidas
de humanos, difieren en un 27% con respecto a
su ancestro comin mds cercano; esta diferencia
sugiere que se trata de subtipos o genotipos
distintos. Por otro lado, el arbol muestra que
las secuencias obtenidas de gato y humano en
tres clados se ubican en ramas muy cercanas,
sugiriendo que estan muy relacionadas, lo cual
podria indicar el probable rol de los gatos en
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la trasmision de rabia a los humanos por ciclo
selvético en las ciudades.

Empleando marcadores de secuencias de la
proteina G y un fragmento de la proteina L,
obtenidos de muestras de brotes del virus de la
rabia en el Caribe colombiano y de brotes ocurridos
en el departamento de Arauca y la regién central
del pais, se determin6é que el arbol filogenético
reconstruido presentd tres grupos distintos del
virus de la rabia: la variante genética |, del virus
aislado de Arauca y la region central —estos virus
estan aparentemente extintos en Colombia—; la
variante genética I, de aislados del Caribe, y el
tercer grupo de virus, aislados de dos murciélagos
insectivoros. Este hallazgo fue el primero que
asocio esta especie de murciélagos con la
transmisién a caninos y humanos, demostrando
que vectores no sospechosos (M. molossus y E.
brasiliensis) podrian ser una amenaza para la salud
publica (15).

La validacién de la proteina N de la nucleocapside
del virus de la rabia, tomada como modelo del
marcador (Fig. 2), comprobé la validez de este
al encontrar que al aumentar las transiciones
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aumentan las transversiones, y que el modelo
no esta saturado, por lo cual es aln vigente este
marcador.

Se puede afirmar que el virus de la rabia, en
algin momento de su evolucién, se segregd
en dos categorias o ciclos: el virus urbano y el
virus silvestre; lo que constituye la teoria de la
co-divergencia; igual situacion ocurre en otras
areas geograficas donde coexisten estos dos
ciclos (16, 17, 18, 19) o uno de estos ciclos (ciclo
urbano) ha sido erradicado por las medidas de
prevencion y control; los casos urbanos declinaron
significativamente por las campanas de vacunacion
masivas de reservorios (caninos-felinos). El éxito
de las campanias de vacunacion permitié erradicar
los casos de rabia urbana, sin embargo, la forma
silvestre de rabia pasé a manifestarse de manera
mads frecuente, y el virus se adopto a reservorios
distintos a los vampiros, como el T. brasiliensis,
siendo el reservorio mas importante en los centros
urbanos y rurales de Chile (20). Se ha afirmado
que el virus de la rabia en D. rotundus y en T.
brasiliensis tienen un antepasado comun que estd
circulando en los vampiros y en los quirépteros
con cola (19, 21, 22).
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Figura 2. Comprobacion del grado de saturacion del modelo del marcador
de la proteina N de la nucleocapside (transiciones y transversiones vs.
distancias genéticas) mediante el software Dambe.

En Colombia, la situacion de la rabia fue compleja
durante el periodo 1994-2002 (23), porque se
presentaron diversos brotes (urbana y silvestre),

con casos fatales en humanos; por ejemplo, en
el 2004 se informo en el Chocé de un brote de
rabia, con infeccion y muerte en cuatro humanos,
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producida por la variante antigénica 3, especifica
del ciclo silvestre (23). En el 2008, en Santander
de Quilichao (Cauca) se presentaron dos casos
humanos fatales de rabia, en los que se aislo la
variante antigénica 3 (24), y en Santa Marta se
presentd un brote de rabia urbana con cuatro
casos fatales en humanos y 28 caninos, donde la
variante antigénica 1 fue aislada, indicando que
los virus transmitidos conservaron origen canino o
ciclo urbano (25), y en Floridablanca (Santander),
en un paciente joven, el diagnostico de necropsia
fue de panencefalitis aguda grave necrosante de
etiologia viral, donde la tipificacion mostré la
variante antigénica 3, cuyo reservorio principal es
el D. rotundus (26). Todos estos casos muestran
la coexistencia de los ciclos urbano y silvestre en
distintas regiones de Colombia.

El Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), en el
informe de sanidad animal del 2010 (27), report6
que se diagnosticaron 140 casos en la especie
bovina; en 116 casos se aislé la variante 3 (ciclo
silvestre); en 18 casos, la variante 5 (reservorios
de murciélagos), y en un foco, la variante 1 (ciclo
urbano), y en 4 casos se desconoce la variante.
En el 2012 se reportaron 133 casos de rabia, pero
se desconocen sus variantes antigénicas, y hasta
junio del 2013 se han reportado 84 casos de rabia
bovina (ciclo silvestre).

Entre las causas de que se sigan presentando
casos urbanos y silvestres estan las reformas del
Estado colombiano, que desmonté entidades
del orden nacional encargadas de implementar
politicas de prevencién y control, delegando estas
responsabilidades a los entes territoriales, que no
han sido eficientes (28, 29); asi, la implementacién
de la vacunacion masiva en caninos se ejecuté
después de la presentacién de casos fatales (25),
o se implementé la vacunacién en forma masiva
en un solo vector (caninos), dejando de lado otros
vectores, como los gatos, causantes de la trasmisién
(24). El ciclo silvestre se sigue presentado por
la poca eficiencia en los programas de control
de vectores (captura con red y aplicacion de un
anticoagulante) y por la falta de vacunacién masiva
de hospederos finales (equinos, bovinos).

Conclusion
El andlisis filogenético es cada vez mas usado en

la epidemiologia molecular de las enfermedades
infecciosas virales, en especial de las causadas

por virus ARN, debido a la rdpida mutacion,
que genera nuevos genotipos que difieren en su
patogenicidad, reservorios, ciclos epidemiolégicos
y distribucién geogréfica; ademds, mediante el
analisis filogenético se pueden establecer las rutas
de migracién de los agentes infecciosos de una
region, pals o continente a otro continente, pais o
regiéon. Se demostré que existen genotipos distintos
de cepas que afectan a humanos, y, también, que
los genotipos obtenidos de aislados procedentes
de gatos y humanos son muy similares, indicando
que el gato estd jugando un rol importante en la
transicion del ciclo selvatico en humanos que
viven en centros urbanos.
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