Rev. salud publica. Sup. 8 (Sup. 1): 1-12, 2006

ARTICULOSI/INVESTIGACION

Primera Evidencia Serologica de
Infeccion por Hantavirus en Roedores,
en Colombia

ADER ALEMAN, HAYDEE IGUARAN, HENRY PUERTA, CESAR
CANTILLO, JAMES MILLS, WILLIAM ARIZ y
SALIM MATTAR.

Recibido 28 Octubre 2005/Enviado para Modificacion 20 Marzo 2006/Aceptado 19 Abril 2006

RESUMEN

Objetivo Determinar la prevalencia de infeccion por hantavirus en roedores
del Departamento de Cérdoba, Colombia.

Metodologia Captura de roedores con trampas tipo Sherman live-capture
traps (8x9x23 cm; Shermman Traps, Inc., Tallahassee, FL) en areas domésti-
cas y peridomésticas en el departamento de Cordoba. Analisis de anticuer-
pos IgG por ELISA, empleando como antigeno una proteina recombinante
de la nucleocapside del Sin Nombre Virus (SNV) (CDC, Atlanta, Georgia,
USA).

Resultados Durante los meses de enero de 2003 a noviembre de 2004, en
79 noches de trampeo fueron capturados 336 roedores en once municipios
del departamento de Cérdoba (Murinae: 249; Sigmodontinae: 68; Heterom-
yidae: 17; Echimyidae: 2) (éxito de captura del 8,5 %). La seroprevalencia de
anticuerpos contra hantavirus fue del 2,1 % (7 de 336 capturas). Los por-
centajes de seropositividad especificos por género oscilaron entre 5,9 % (1
de 17, Heteromys) a 50 % (1 de 2, Proechimys).

Conclusiones La prevalencia de anticuerpos contra el SNV en roedores de
Cordoba, Colombia; indica que al menos un hantavirus es endémico en roe-
dores del norte colombiano y esta frecuentemente trasmitido a residentes ru-
rales.

Palabras Clave: Hantavirus, roedores, Colombia, seroprevalencia (fuente:
DeCS, BIREME).

ABSTRACT
First serological evidence of Hantavirus infection in rodents in
Colombia
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Objective Determining Hantavirus infection prevalence in rodents in the
Cérdoba department, Colombia.

Methods Rodents were captured using Sherman live-capture traps (8x9x23
cm; Sherman Traps, Inc., Tallahassee, FL) in peridomestic areas of Cor-
doba. Hantavirus IgG antibodies were detected by ELISA using Sin Nombre
virus (SNV) recombinant nucleocapsid antigen (CDC, Atlanta, Georgia,
USA).

Resuits 336 rodents were captured in 11 townships in the Cérdoba depart-
ment (Murinae: 249; Sigmodontinae: 68; Heteromyidae: 17, Echimyidae: 2;
8,5 % overall trap success) during 79 nights of trapping between January
2003 and November 2004. Hantavirus antibody seroprevalence was 2,1 %
(7 out of 336 captures). Prevalence by genus varied between 5,9 % (1 out of
17 Heteromys) to 50 % (1 out of 2 Proechimys).

Conclusions SNV-reactive antibody prevalence in rodents in Cérdoba, Co-
fombia, indicated that at least one hantavirus is endemic in rodents in north-
ern Colombia and is frequently transmitted to rural residents.

Key Words: Hantavirus, rodent, Colombia, seroprevalence (source: MeSH,
NLM).

1993 en los Estados Unidos como agentes etiolégicos de una enfer-

medad zoonética en las Américas denominada sindrome pulmonar
por hantavirus (SPH) (1). Desde entonces, estos patdgenos se han
diseminado por todo el continente, asociados a roedores de la subfamilia
Sigmodontinae y Arvicolinae (roedores del nuevo mundo). Sin embargo, el
SPH solo ha sido notificado en paises de centro y sur América como
Panam4, Venezuela, Brasil, Bolivia, Uruguay, Paraguay, Argentina y Chile,
con una mortalidad aproximada del 40 % (2).

I os hantavirus son un grupo de patégenos emergentes identificados en

Estudios serologicos en roedores han permitido la identificacion de
reservorios putativos de hantavirus en Uruguay, Brasil y Argentina, y detec-
tado anticuerpos en algunas especies de roedores en Paraguay, Venezuela y
Panama (3).

Colombia limita con paises en los que se ha identificado y caracterizado
hantavirus a partir de roedores reservorios y casos clinicos compatibles con
SPH. Muchas de estas regiones poseen condiciones geocliméticas similares a
la nuestra. La presencia de esta enfermedad, ain no ha sido clinicamente
identificada en este pais. Sin embargo, un estudio realizado en el departa-
mento de Coérdoba en el afio 2004 logré evidenciar la circulacion de
anticuerpos contra hantavirus en una poblacién de trabajadores del campo,
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mostrando una seroprevalencia del 13,5 % con diferencias significativas en-
tre grupos de diferentes edades (4). Antecedentes bibliograficos de distribu-
cion geografica de roedores en el neotropico, demuestran que los reservorios
principales de hantavirus identificados en estos paises de sur América circu-
lan en el territorio colombiano (5). Ante la carencia de estudios sobre la de-
teccion de anticuerpos contra hantavirus en roedores de Colombia, se disefid
este trabajo con el objetivo de determinar la prevalencia de infeccién por
hantavirus en roedores del departamento de Cérdoba, Colombia.

MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio, tiempo y calculo del tamafio de la muestra

Se llevd a cabo un estudio prospectivo descriptivo de corte transversal du-
rante los meses de Enero de 2003 a Noviembre de 2004. El calculo del ta-
mafio de la muestra fue realizado mediante el uso de la herramienta
STATS® a partir de una poblacion indeterminada de roedores, con una se-
roprevalencia esperada del 2 % debido a estudios previos en Panama con
condiciones geograficas similares a las nuestras (6). Por lo tanto, asumiendo
un nivel de significacion del 99,9 % y admitiendo un error del 5 % se deter-
mind capturar 266 roedores.

Areas de estudio

Se estudiaron diferentes zonas urbanas y rurales ubicadas en los municipios
de Lorica (LOR), Planeta Rica (PR), Monteria (MON), Ayapel (AYA), Ce-
reté (CER), Sahagin (SAH), Buena vista (BTA), Purisima (PUR), Cienaga
de oro (CO), Pueblo Nuevo (PVO) y San Pelayo (PYO) en el Departamento
de Cérdoba-Colombia (Figura 1).

Para la captura de los roedores, se realizé un trampeo intensivo haciendo
especial énfasis en zonas internas y aledafias a las dreas donde la prevalencia
de infeccién por hantavirus habia sido previamente descrita por Mattar. (4).
Las areas de estudio fueron clasificadas como areas domésticas y perido-
mésticas conformadas por todos los sitios internos y aledafios a viviendas
urbanas y rurales, como son: jardines, caminos, vias de acceso, sitios cerca-
dos, cultivos, zonas verdes, casas de fincas, construcciones aledafias a vi-
viendas como graneros, talleres, almacenes, depdsitos y garajes, que no estu-
vieran abandonados y fueran empleados diariamente por la poblacion. Ade-
mas, fueron elegidos sitios rurales cercanos a viviendas donde fueran practi-
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cadas actividades agricolas o ganaderas. Todas estas dreas estuvieron ubica-
das en un radio no mayor a 150 metros de viviendas habitadas.

Captura y procesamiento de roedores

Los roedores fueron capturados mediante el empleo de trampas tipo Sher-
man live-capture traps (8 x 9 x 23 cm; Sherman Traps, Inc., Tallahassee, FL)
en todas las areas domésticas y peridomésticas identificadas como sitios de
estudio. Se utilizé como cebo, avena humedecida con vainilla y mantequilla
de mani. Fueron colocadas 50 trampas a una distancia no mayor de 5 metros
en forma radial, durante 79 noches de trampeo. Las trampas fueron coloca-
das en la tarde y revisadas en la mariana siguiente. Los animales capturados
fueron retirados de las trampas y procesados para la recoleccion de muestras
de acuerdo a las normas estdndares de bioseguridad (7,8).

Basicamente, una vez capturados los roedores fueron transportados al
Instituto de Investigaciones Bioldgicas del Trépico (IIBT) de la Universidad
de Cordoba. Una vez en el laboratorio, cada animal fue anestesiado mediante
el empleo de clorhidrato de ketamina al 10 %, y una muestra de sangre fue
colectada mediante puncién intracardiaca con una jeringa heparinizada. Las
muestras sanguineas obtenidas fueron centrifugadas a 3 500 r.p.m durante 5
minutos. El suero obtenido se coloco en un baiio serologico a 60 °C durante
30 minutos con el fin de inactivar los virus que pudieran estar presentes en la
muestra. Estos se almacenaron en crioviales de 2 mL a -70 °C hasta su anali-
sis. Los animales previamente anestesiados fueron sacrificados por disloca-
cion cervical y se registraron en una base de datos pardmetros morfométricos
como longitud total, medida de cola, patas y orejas, peso, sexo y estatus re-
productivo. Los craneos y la piel de los roedores capturados fueron utiliza-
dos para su clasificacion taxondmica, ademds, de las lecturas de la carta
dentaria descritas por ¢l Museo Americano de Historia Natural (9,10). Des-
pués del procesamiento, cada espécimen fue colocado directamente en un re-
cipiente con etanol al 80 % 6 formalina al 10% por 3 dias, antes de su inmer-
sion en etanol al 70 % para su conservacion a largo plazo (6).

Analisis de las muestras por ELISA

Las muestras sanguineas de roedores conservadas en tiras de nobuto (30 mm
x 20 mm x 13 mm; Toyo Roshi Kaisha, Ltd. Tokio, Japdn) fueron enviadas
al Special Pathogen Branch del Center for Diseases Control and Prevention,
Atlanta, Georgia, USA, donde fueron analizadas para la deteccion de anti-
cuerpos 1gG, empleando como antigeno una proteina recombinante de la nu-
cleocapside del Sin Nombre Virus (SNV) por el método de inmunoensayo
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enzimatico-ELISA anteriormente descrito (11). Basicamente, muestras san-
guineas diluidas 1: 25 en 5 % de leche descremada en 0,01 M de tampén-
fosfato-salino con 0,5 Tween-20, fueron nuevamente diluidas de 1: 100 hasta
1:6400 en cuatro diluciones dobles en placas de microtitulacién. Cada mues-
tra se analizo contra la proteina recombinante de la nucleocapside y un anti-
geno control. Un conjugado de IgG anti-Rattus norvigicus y anti-Peromys-
cus leucopus (cadenas pesadas y ligeras) (Kirkegaard and Perry, Gaithers-
burg, MID) fue empleado para detectar la inmunoglobulina unida (11).

Analisis de la informacion

La informacion fue recolectada mediante un formulario estandarizado e in-
corporada a una base de datos. Para su andlisis se usaron las herramientas de
analisis de datos de la hoja de calculo de Excel 2000®. Para valorar diferen-
cias entre sexos y estado reproductivo en cuanto a seroprevalencias, se uti-
liz6 la prueba de Ji cuadrado.

Aspectos éticos para la toma de muestras a partir de roedores

El Comité de Investigacion del Instituto de Investigaciones Biologicas del
Trépico de la Universidad de Cérdoba aprob6 el protocolo para la toma de
muestra a partir de cada uno de los roedores capturados. Debido a que la ob-
tencion de la muestra sanguinea por puncion intracardiaca y la obtencién de
los craneos para la posterior clasificacion taxonémica, llevaria a la muerte de
todos los roedores; los animales previamente anestesiados con clorhidrato de
ketamina al 10 % se les practicé eutanasia por dislocacion cervical.

RESULTADOS
Roedores capturados

En 79 noches de trampeo utilizando por cada noche 50 trampas tipo Sher-
man live-capture traps (8 x 9 x 23 cm; Sherman Traps, Inc., Tallahassce,
FL), fueron capturados un total de 336 roedores durante los meses de Enero
de 2003 a Noviembre de 2004 en once municipios del Departamento de
Cérdoba-Colombia (Figura 1). La captura de los roedores fue evaluada por
el calculo de la densidad relativa, estimado como el nimero de capturas/total
de trampas-noche x 100. Asi, con un total de 3 950 trampas-noche se obtuvo
un éxito de captura del 8,5 %.
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Los géneros de roedores capturados y su distribucién por familia, sub-fa-
milia-género y reactividad para hantavirus en cada uno de los municipios del
departamento de Cérdoba, son mostrados en el Tabla 1.

Los roedores muridos fueron el grupo mas comiin de roedores captura-
dos, representando el 94,3 % de la muestra. Del total de capturas, 74,1 %
(249/336) pertenecieron a la sub-familia Murinae; 19,9 % (68/336) a la sub-
familia Sigmodontinae. Solo el 5 % (17/336) se incluyeron dentro de la
familia Heteromyidae y 0,6 % (2/336) en la familia Echimyidae. Cada una
de las familias y sub-familias estuvieron representadas por los siguientes gé-
neros: Murinae: Muss musculus (31,8 %); Rattus rattus (26,2 %); R. norve-
gicus (8,3 %) y Rattus sp (7,7 %). Sigmodontinae: Sigmodon (2,4 %), Zygo-
dontomys (0,6 %); Oryzomys (14 %) y Oligoryzomys (3,3 %). El total de los
roedores capturados de la familia Heteromyidae, estuvo representado solo
por el género Heteromys (5,1 %), al igual que la familia Echimyidae, por el
género Proechimys (0,6 %).

Figura 1. Distribucidén geografica de la reactividad para hantavirus en el total de
roedores capturados por municipio en el Departamento de Cérdoba-Colombia
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El porcentaje de capturas realizadas durante el periodo de muestreo en el
total de municipios oscilo entre el 2,1 % (7/336) y el 22,6 % (76/336), en San
Pelayo y Lorica, respectivamente. Los géneros con un menor indice de cap-
turas pertenecieron a la sub-familia Sigmodontinae. El 53,3 % de los roedores
fueron hembras en un estado reproductivo juvenil, solo el 41,9 % (75/179)
fueron adultos. Por el contrario, en el total de roedores machos (n=157) el
porcentaje de aislamientos segun el estado reproductivo juvenil o adulto (ju-
venil: 50,9 %; adulto: 49,1 %) no presentd diferencias significativas
(p>0.50).

Prevalencia de anticuerpos

La seroprevalencia de anticuerpos contra hantavirus en el total de roedores
capturados fue del 2,1 % (7/336). El mayor porcentaje de roedores seroposi-
tivos pertenecieron a la subfamilia Sigmodontinae (71,4 %). Lorica y Saha-
gun fueron los Gnicos municipios donde se capturaron roedores seropositivos
para hantavirus mostrando seroprevalencias del 1,8 % y 0,3 %, respectiva-
mente (Tabla 1).

DISCUSION

En la actualidad, sur América constituye una de las principales zonas endé-
micas, donde se han registrado mas de 1 500 casos de SPH y se ha identifi-
cado la gran mayoria de los hantavirus existentes. Paises como Costa Rica,
Panama, Venezuela, Peru, Brasil, Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia y
Chile, se han sumado al constante informe de casos de SPH y reporte de nue-
vos hantavirus y sus huéspedes reservorios (3,12). En Colombia, aunque nin-
gan caso de SPH clinicamente confirmado ha sido informado hasta el mo-
mento, una seroprevalencia de infeccion por hantavirus del 13,5 % fue identi-
ficada en poblaciones humanas trabajadoras ‘del campo (4). El reconoci-
miento del SPH ha incrementado el interés en la ecologia de los huéspedes
reservorios y una serie de estudios transversales y longitudinales fueron ini-
ciados para describir la amplitud de la infeccién hantaviral, la ecologia del
reservorio y la dindmica virus-huésped en especies de reservorios de sur
América. Como consecuencia de ello, estudios de roedores han permitido la
identificacién de reservorios putativos de hantavirus en Uruguay, Brasil, y
Argentina, y detectado anticuerpos en algunas especies de roedores no pre-
viamente reportadas en Paraguay, Venezuela y Panama (3).

La tasa de seroprevalencia del 2,1 % identificada en este estudio, contrasta
con los reportes serolégicos para hantavirus descritos en sur América, los
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cuales han mostrado tasas mas elevadas (3—7 %) (13-15). Estos estudios in-
cluyeron solo roedores sigmodontinos y la seropositividad se increment6 en-
tre el 3% y el 11 % (13,14,16-18). En nuestro estudio, cuando se considerd
solo roedores de esta sub-familia, la tasa se increment6 a 7,35 %. Una expli-
cacion probable a la baja prevalencia obtenida en Colombia comparada con
tasas de infeccion de roedores reportadas en paises como Argentina, Chile y
Panama, podria ser la alta densidad de roedores sigmodontinos reconocidos
en estos paises. De hecho, algunas variantes genéticas (19-21) o cepas de
hantavirus han sido descritas en Argentina y Panama en mas de 2 especies de
roedores sigmodontinos.

Este es el primer estudio encaminado a estudiar la circulacién de hantavi-
rus en huéspedes roedores en el caribe colombiano. La seroprevalencia iden-
tificada hasta el momento en estas poblaciones de roedores reservorios, pro-
bablemente se deba a que el mayor porcentaje de roedores capturados (74,1
%) pertenecieron a la sub-familia Murinae (ratas y roedores del viejo
mundo); poblacion de roedores en la cual no se identificé ningun reservorio
positivo para hantavirus al igual que lo descrito por Pini et al. en el 2003
(22).

Aunque el proposito del estudio no era establecer diferencias entre los gé-
neros en cuanto a seropositividad, los porcentajes de positividad para hanta-
virus especificos por género, oscilaron entre 5,9 % (1/17) y 50 % (1/2), para
Heteromys y Proechimys, respectivamente. Esta variabilidad pudo ser distinta
de contarse con un tamafio mayor de especimenes. Sin embargo, teniendo en
cuenta estos resultados, es posible que roedores muridos pertenecientes a la
sub-familia Murinae, no estén actuando como- reservorios principales y/o
huéspedes competentes para hantavirus en la region caribe colombiana y que
otros géneros de roedores del neotropico como Heteromys sp y Proechimys
sp. cuyos reportes de seropositividad para hantavirus ain son escasos en sur
América (23), podrian comportarse como spillover de este virus emergente.

Por otra parte, el grupo de roedores sigmodontinos, los cuales ya han sido
identificados como reservorios putativos de hantavirus en sur América, estu-
vieron representados por un 20,2 % del total de capturas realizadas. Solo los
géneros Oligoryzomys (1/336) y Oryzomys (4/336), fueron positivos para
hantavirus, presentando seroprevalencias de 0,3 % y 1,2 % sobre el total de
roedores sigmodontinos capturados, respectivamente. Sumado a esto, todos
los roedores sigmodontinos positivos (5/7) fueron juveniles (machos: n=3,
hembras: n=2). Ademas, la seropositividad general encontrada segun su es-
tado reproductivo (1,7 % hembras y 2,6 % en machos) no presento diferen-
cias significativas (p=0.56). Estos resultados contrastan con seroprevalencias
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previamente reportadas para hantavirus en roedores sigmodontinos las cuales
superan el 10% (24). Sin embargo, apoyan la premisa que las altas poblacio-
nes de roedores jovenes que estuvieron presentes durante el momento del
muestreo, podrian haber generado un fenémeno de dilucion del virus, debido
al constante recambio de la poblacién que involucraria una poblacién adulta
mucho mas reducida. Esto condicionaria una menor naturaleza competitiva
de los machos adultos durante la época de apareamiento y la busqueda de
alimentos y, por lo tanto una menor frecuencia de contacto entre machos
adultos y machos jovenes.

En conclusidn, la prevalencia de anticuerpos contra el SNV en roedores
de Cérdoba, Colombia; indica que al menos un hantavirus es endémico en
roedores del norte colombiano y estaria frecuentemente trasmitido a residen-
tes rurales, previamente identificados como poblaciones de alto riesgo de
contagio, por estudios de seroprevalencia reportados en este pais (4). Ade-
mas, este hallazgo apoya la evidencia que los hantavirus y el SPH contintian
siendo un problema de salud pablica panamericano, en especial para paises
en via de desarrollo como Colombia. Estudios posteriores, encaminados a
intensificar el nimero de capturas tanto en 4reas no exploradas como en sitios
donde ya ha sido detectada seropositividad en seres humanos, serian necesa-
rios para incrementar el conocimiento sobre la epidemiologia del SPH y re-
solver cuales son los hantavirus que estdn circulando en Colombia y asi esta-
blecer su relacion filogenética con otros hantavirus prevalentes en Sur Amé-
rica y el mundo «
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