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PRESENTACIO




Es una gran satisfaccié reprendre la série de monografies Documents de recerca en salut,
que crearem |’any 2003 des de la Direccié General d'Avaluacié i Acreditacié de la Conselleria
de Salut i Consum. Poder continuar la col-leccié li ddna més valor en tant que és precisament
el poder comptar amb séries llargues de publicacions el que li imprimeix prestigi.

L'objectiu dels Documents de recerca en salut és recollir investigacions fetes al nostre medi,
les llles Balears o d’interés per a la nostra comunitat.

La primera etapa arrenca amb forca, publicant dues monografies referides a la malaltia
coronaria (I'estudi CORSAIB i els resultats de I'Estudi Ibérica) que omplien un camp on hi
havia una gran mancanca d’informacié acurada: en el cas del CORSAIB ha servit per conéixer
les prevalences poblacionals a les llles Balears dels principals factors de risc cardiovasculars,
i I'Estudi IBERICA ens dona a conéixer la incidéncia d’esdeveniments coronaris. Tots dos han
tengut una amplia repercussié en la planificacié de serveis. Seguiren altres Documents sobre
asma infantil i prevalenca de caries i necessitat del seu tractament a les Illes Balears.

Volem seguir aquesta tasca, ja que consideram que és de gran utilitat per difondre resultats
de recerca, amb major amplitud que el que permeten els articles de les revistes cientifiques

(limitats generalment a 2.500 paraules).

En el Documents de recerca en salut s'hi poden trobar a més d'articles originals extensos,
revisions bibliografiques d'interés, metanalisis, sense limitar-la a la recerca medica, sin6
de qualsevol disciplina relacionada amb la salut: biologica, medica, d'infermeria o recerca
historica, economica, sociologica, etcétera.

Obrim els documents a les iniciatives publicadores de societats cientifiques, a investigadors,
a professionals de la salut i altres autors que creguin que poden fer una aportacié de valor
per a les nostres llles.

A mésdel'edicié en paper, ben aviat la col-leccié estara disponible per poder ser descarregada
en pdf en el repositori institucional del Sistema Public de Salut de les Illes Balears,
on s'arxivin els treballs, sempre respectant el copyright, com una forma d'afegir-nos al
moviment open acces, que pretén deixar a la xarxa en obert el major nombre dels resultats
dels treballs d'investigacié.

Per ultim afegir que en el Document present, els autors, liderats per Jordi Serra-Cobo han
pogut resumir els coneixements existents i les principals troballes sobre el virus de la rabia a
les ratapinyades, que son conclusions d’estudis de seguiment de més de dotze anys de durada.
La perseveranca dels autors, la capacitat d’aconseguir financament per dur les recerques a
terme i el suport institucional que sempre els ha ofert el Govern de les llles Balears, ens




ha portat a convidar-los a encetar aquesta nova etapa dels Documents, coincidint en la
inauguracioé d'uns espais de recerca (Centre de Recerca en Infeccions Viriques de les llles
Balears —CRIVIB—) on poder centralitzar la seva tasca, que ha tengut el reconeixement de
la OMS Europa i han despertat gran interés en centres de vigilancia epidemiologica, com el
Centre per al Control i la Prevencié de Malalties d’Estats Units (CDC).

Per Gltim agrair a Sa Nostra la seva obra social en favor de la recerca a les llles Balears donant
el seu suport per a la instal-lacié del CRIVIB a I'Hospital General i per a I'edicié d'aquesta
monografia en concret.

Viceng Thomas i Mulet

Conseller de Salut i Consum
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ESTUDI DE LA RABIA DE LES RATAPINYADES
DE LES ILLES BALEARS
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1. INTRODUCCIO

Les ratapinyades sén importants hos-
tes reservori de virus d’ARN que po-
den travessar la barrera d'espécie per
infectar humans, animals doméstics o
altres mamifers salvatges no voladors
(Calisher et al., 2006). Bona part dels
virus de les ratapinyades produeixen
malalties considerades zoonosis emer-
gents, per exemple la produida pels
Lyssavirus. Els nous casos de quiropters
infectats que es van detectant cada
any, juntament amb la transmissié de
Lyssavirus de quiropters a persones,
ha originat un debat en les autoritats
sanitaries i els responsables mediam-
bientals europeus sobre la perillositat
que comporten les ratapinyades per
a la salut publica. Els manipuladors
de ratapinyades (quiropterolegs, tre-
balladors de centres de recuperacid
de fauna o de zoolodgics, espeleolegs,
agents de medi ambient, etc.) i els ha-

bitants de cases que allotgen colonies
de quiropters han de saber quines me-
sures preventives han de prendre per
evitar I'exposicié als Lyssavirus que les
ratapinyades poden transmetre. Les
esmentades mesures inclouen vacuna-
cions, equipament de proteccié per-
sonal, mesures higiéniques, profilaxis
rabica postexposici6 o dosis recorda-
tories en cas d’haver estat previament
vacunat. Alhora, s'haurien de propor-
cionar criteris sanitaris a les autoritats
mediambientals perqué els tenguin en
compte a I'hora de gestionar colonies
infectades. Per poder estimar el risc
real de transmissié i implementar me-
sures efectives, pero alhora garantir la
necessaria conservacié de les poblaci-
ons de ratapinyades, hem realitzat un
estudi de 12 anys de durada. L'estudi
ha estat promogut per la Conselleria
de Salut i Consum i ha rebut el suport
de la Conselleria de Medi Ambient del
Govern de les llles Balears.

Taula 1. Classificacid de la Familia Rhabdoviridae

Familia: Rhabdoviridae

Genere: Vesiculovirus
Exemple: virus de I'estomatitis vesiculosa (VSV)

Genere: Ephemerovirus
Exemple: virus de la febre efimera bovina (FEB)

Genere: Lyssavirus
Exemple: virus de la rabia, soca Pasteur (PV)

Genere: Cytorhabdovirus
Exemple: Sonchus virus (SonV)

Genere: Nucleorhabdovirus
Exemple: virus del mosaic del blat de moro (MMV)




La rabia és una malaltia neurotro-
pica causada per virus del génere
Lyssavirus, els reservoris dels quals
principalment car-
nivors i quirdpters. La rabia és una
zoonosi emergent d’amplia distribu-
cié mundial. Els Lyssavirus sén virus
d’ARN monocatenaris no segmen-
tats, de polaritat negativa que perta-
nyen a la familia dels Rhabdoviridae
i a I'ordre dels Mononegavirals. Els
rabdovirus poden infectar gran va-
rietat d’hostes, ja siguin espécies de
vertebrats o d’'invertebrats, aixi com

son mamifers,

diverses espécies de vegetals. Aques-
ta caracteristica els permet tenir una
amplia distribucié geografica i ser
presents en tots els continents habi-
tats (Shope i Tesh, 1987). Aquesta fa-
milia consta de cinc géneres (Wunner
et al., 1995), tres dels quals infecten
Ephemero-
virus i Lyssavirus, i dos géneres que
infecten plantes: Cytorhabdovirus i
Nucleorhabdovirus (Taula 1).

animals: Vesiculovirus,

1.1. ESTRUCTURA GENERAL DELS
LYSSAVIRUS

1.1.1. Morfologia dels Lyssavirus

Els Lyssavirus son particules embolca-
|lades en forma de bala de fusell, amb
un diametre comprés entre 78180 nm i
una longitud que varia entre 180 i 200
nm (Wunner i Clark, 1980). De |'exteri-
or cap a l'interior, es distingeix un em-
bolcall manllevat de la cél-lula durant
el procés de gemmacio, i després una
nucleocapsida (NC) helicoidal, forma-

da per un agrupament de proteines
d’estructura i el genoma. L'embolcall
esta format per una membrana consti-
tuida per una doble capa continua de
molécules lipidiques, on sé6n immerses
les proteines.

1.1.2. Organitzacio del genoma

El genoma dels Lyssavirus esta cons-
tituit per un bri d’ARN monocatenari
no segmentat de polaritat negativa
d’aproximadament 12.000 nucleodtids
de longitud (Tordo et al., 1986; Sokol
etal., 1969). A les extremitats del ge-
noma es distingeixen dues regions
curtes no codificants 3’leader i 5'trai-
ler que enquadren 5 gens. Aquests
codifiquen per a 5 proteines: la nucle-
oproteina (N), la fosfoproteina (P), la
proteina de matriu (M), la glicoprote-
ina (G) i I'ARN polimerasa (L) (Tordo i
Poch, 1988). Als extrems de cada gen
hi ha senyals d’iniciacié i de termi-
nacié de la transcripcié (Tordo et al.,
1986; Bourhy et al., 1989). Els gens
N, P, M i G estan separats per curtes
sequencies intergéniques (di o penta-
nucleotids). Entre els gens G i L hi ha
una llarga regi6 intergénica de mida
variable segons les soques (423 — 504
nucleotids). Les proteines de Lyssavi-
rus es poden classificar en tres grups
funcionals: les proteines d’embolcall
(G i M), la proteina de nucleocapsida
(N) i el complex ARN polimerasa (L i
P) (figura 1).
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Figura 1. Organitzacié molecular dels Lyssavirus (Amengual, 2005).




1.1.3. Les proteines d’embolcall

1.1.4. La ribonucleoproteina RNP

Els Lyssavirus posseeixen dues pro-
teines d’embolcall, la glicoproteina
membranaria de superficie i la protei-
na de matriu localitzada sota la bicapa
lipidica.

La glicoproteina de superficie esta
ancorada dins la membrana externa
del virié com a espicules de 6 — 10 nm
formades per la projecci6 d’homo-
trimers de proteines G (unes 400 per
particula viral) (Gaudin et al.,, 1992)
(figura 1). La glicoproteina G sembla
ser un factor essencial en la patogeni-
citat del virus. La proteina G és |'Unica
proteina viral que pot induir la sintesi
d'anticossos neutralitzants que con-
fereixen immunitat protectora contra
la infeccio letal produida pel virus de
la rabia (Wiktor et al., 1973; Cox et
al., 1977; Mac Farlan et al., 1984; Fo-
ley et al., 2000).

La proteina de matriu consta de 202
aminoacids i forma la membrana in-
terna de la bicapa lipoproteica de
I'embolcall viral (Tordo i Poch, 1988)
(Figura 1). La proteina M és multifunci-
onal, esta conectada a la bicapa lipidi-
caialaglicoproteina per un costat, i a
la nucleocapsida per I'altre, on aques-
ta regula I'activitat transcripcional de
I’ARN viral (Chong i Rose, 1993; Ogden
et al., 1986). La proteina M juga un
paper primordial en |'assemblatge i la
sortida del virié a la superficie cel-lular
(Lyles et al., 1992).

L'estructura interna del viri6 esta consti-
tuida per una ribonucleocapsida helicoi-
dal de 3,8 - 4,6 pm de longitud i de 30 a
35 ondulacions (Sokol et al., 1969; Tordo
i Poch, 1988) formades per I’ARN viral,
proteines N, P, i L, aixi com altres prote-
ines derivades de la cél-lula hoste, com
les quinases, proteines de xoc téermic o
proteines associades al citoesquelet im-
plicades probablement en la replicacié i
en interaccions virals amb la cél-lula hos-
te (Kawai, 1977; Sagara et al., 1995). La
proteina N és la principal component de
la ribonucleocapsida (Sokol i Koprowski,
1975). Es tracta d'una proteina constitu-
ida per 450 aminoacids (Sokol i Clark,
1973; Tordo et al., 1986) que es fixa a
la molécula d’ARN viral neosintetitzat.
L'’ARN viral, lligat a la proteina N, forma
un complex ARN-N d’estructura helico-
idal, de 9 nucleotids per monomer de
N, que serveix de matriu al complex po-
limerasic (Emerson, 1987; Keene et al.,
1981; Iseni et al., 2000). La part C-termi-
nal de la proteina N esta implicada en
la fixacié de la proteina P o del complex
P-L (Schoehn et al., 2001). La fosforila-
Cié sembla jugar un paper important
en la regulacié i la replicacié del virus
de la rabia. La seqUenciacié del gen N
dels Lyssavirus mostra una conservacio
excepcional de I'estructura primaria i
un elevat grau de similitud antigénica
entre les nucleoproteines del virus rabic
classic i els altres genotips (Mannen et
al., 1991; Bourhy et al., 1993; Kissi et al.,
1995). El gen N és el que s'ha utilitzat
en els estudis moleculars sobre Lyssavi-
rus realitzats a les llles Balears.




1.1.5. Els components del

complex polimerasic

El complex ARN polimerasa ARN depe-
nent dels Lyssavirus esta constituit per
dues proteines L i P, respectivament de
2142 i 297 aminoacids, components
menors de la ribonucleoproteina (Ka-
wai, 1977; Zaides et al., 1979).

La proteina P és una fosfoproteina as-
sociada a la proteina L (Dietzschold et
al., 1979; Chenik et al., 1998). Posseeix
una funcié reguladora de la transcrip-
cié de I’ARN viral (Banerjee, 1987). A
més, juga un paper important en el
procés de replicacié de I'ARN viral, i
forma un “complex de retencié” amb
la proteina N, que permet desemmas-
carar la funcié replicativa i la sintesi
d'una molécula d’ARN antigendmic
que servira de matriu a la sintesi d'un
ARN genomic (Patton et al., 1984).

La proteina L és una ARN polime-
rasa ARN depenent. Es tracta d'un
enzim multifuncional implicat en la
transcripcié, que inclou tant la inici-
acioé i I'elongacié dels transcrits com
les modificacions cotranscripcionals
dels ARN, com la metilacié o la poli-
adenilacio. L'activitat ARN polimerasa
del virié rabic és molt feble (Kawai,
1977), perd la seva activitat sembla
augmentar quan el virus penetra dins
la cél-lula hoste (Bishop et al., 1974).

1.2. DIVERSITAT DELS LYSSAVIRUS

Els estudis moleculars han posat de ma-
nifest la diversitat genética dels Lyssa-

virus i han permes classificar-los en set
genotips (taula 2) (Badrane et al., 2001;
Bourhy et al., 1992; Kissi et al., 1995;
Gould et al., 1998; Tordo et al., 1993).

Quatre nous genotips, encara per ca-
talogar, han estat aillats aquests dar-
rers anys en ratapinyades insectivo-
res. El virus Aravan va ser trobat per
primer cop I'any 1991 i aillat a partir
de Myotis blythii en la regié d'Osh, al
Kyrghyzstan, Asia central (Arai et al.,
2003). Estudis filogenétics basats en
sequéncies del gen de la proteina N
han mostrat que el virus Aravan per-
tany al génere Lyssavirus i és proper
genéticament als genotips 4, 5 i 6,
que circulen en els quirdpters d’Afri-
ca i Europa. L'any 2001 es va aillar el
virus Khujand al Tadjikistan. Estudis
preliminars amb anticossos monoclo-
nals anti-nucleocapsida van mostrar
que es tractava d'un nou serotip de
Lyssavirus. Estudis més recents basats
en les sequéncies dels gens N, P i G
dels virus Aravan i Khujand sugge-
reixen que ambdés poden ser con-
siderats com a nous genotips dins el
genere Lyssavirus. Utilitzant diferents
métodes filogenetics i comparant di-
verses parts dels genomes, s'arriba a
la conclusié que el virus Khujand és
proper al genotip 6, i el virus Aravan
és més similar als genotips 4 i 5 (Kuz-
min et al., 2003).

A finals del 2003, es va publicar un
article on es descrivien dos nous ge-
notips descoberts a Russia durant
el 2002. El primer correspon al Ir-
kut virus, un Lyssavirus aillat en un




Murina leucogaster de I'est de Sibe-
ria, a prop del llac Baikal. El segon,
anomenat West Caucasian bat virus,
s'ha aillat a partir d'un Miniopterus
schreibersii de I'oest de la serralada
Caucasica, a uns 100 km al sudest de
Krasnodar. Estudis filogenétics basats
en sequéncies del gen de la proteina
N mostren que el virus Irkut se situa

dins el subgrup dels genotips 4 i 5.
El West Caucasian bat virus esta més
proper als genotips 2 i 3. Els autors
reconeixen, perd, que es necessiten
seqUencies més llargues per poder
afinar més la situacié filogenética
d’aquests dos nous genotips (Botvin-
kin et al., 2003).

Taula 2. Diversitat genetica dels Lyssavirus.

1 Virus de la rabia
ABV)

2 | Virus Lagos bat Africa
(LBV)

3 Virus Mokola Africa
(MOKV)

4 Virus Duvenhage Africa
(DUVV)

5 Lyssavirus europeu de Europa
quiropters tipus 1 (EBLV-1)

6 Lyssavirus europeu de Europa
quiropters tipus 2 (EBLV-2)

7 Lyssavirus australia de Australia
quiropters (ABLV)

? No identificat Kyrghyzstan

? No identificat Tadjikistan

? No identificat Russia
No identificat Russia

Ampliament distribuit
per tot el mén, excepte
Oceania i I’Antartida

Espécie humana
Mamifers terrestres
Quiropters insectivors
Quiropters hematofags
Quiropters nectarivors

Quiropters frugivors
Quiropters insectivors
Moixos

Cans

Espécie humana
Moixos

Cans
Musaranyes
Rosegadors

Espécie humana
Quiropters insectivors

Espécie humana
Quiropters insectivors
Ovelles

Fagina

Moix

Espécie humana
Quiropters insectivors

Espécie humana
Quiropters insectivors
Quiropters frugivors

Myotis blythii
(quiropter insectivor)

Myotis mystacinus
(quiropter insectivor)

Murina leucogaster
(quiropter insectivor)

Miniopterus schreibersii
(quiropter insectivor)




1.3. EVOLUCIO | ADAPTACIO DELS
LYSSAVIRLUS

Les analisis filogenetiques realitza-
des a partir de sequiéncies nucleotidi-
ques dels gens de la nucleoproteina i
de la glicoproteina han mostrat que
cada genotip esta format per nom-
broses linies filogenetiques (Kissi et
al., 1995; Tordo et al., 1993; Amen-
gual et al., 1997). Les diferents linies
difereixen principalment en I'acumu-
lacié de substitucions sinonimes, és a
dir, que no modifiquen la sequéncia
peptidica. Determinades linies agru-
pen soques aillades en determinades
arees geografiques, o corresponen a
una determinada espécie d’hoste a la
qual estan adaptades (Smith i Orcia-
ri, 1995; Nadin-Davis et al., 1994). La
replicacié dels virus d’ARN es carac-
teritza per la seva reduida fidelitat
en abséncia de sistemes de correccid
i de reparacié (Domingo i Holland,
1997). Els Lyssavirus presenten, en
els teixits infectats, un conjunt d’es-
tructures genetiques
ques anomenades “quasi-espéecies”.
Aquesta barreja d’ARN dins el mateix
individu podria suposar un potencial
adaptatiu important i la possibilitat
de seleccié rapida de mutants (Mori-
moto et al., 1998; Kissi et al., 1999).
Malgrat tot, pero, els gens de la nu-
cleoproteina i de la glicoproteina ro-
manen conservats al llarg de I'evolu-
ci6. Sén pocs els canvis d’aminoacids
que acompanyen els salts entre dife-
rents especies d’hoste (Bourhy et al.,
1999). Estudis recents mostren la bai-
xa taxa de canvis evolutius que pre-

heterogeni-

senta EBLV-1, una de les menors ta-
xes de les observades als virus d’ARN
(Davis et al., 2005). Es desconeixen
els avantatges selectius de la reduida
velocitat d’evolucié dels Lyssavirus,
pero probablement podria facilitar
el procés de coevolucié entre aquests
virus i certs hostes.

1.4. EL CICLE INFECCIAS

Quan un virié de la familia Rhabdovi-
ridae troba una cél-lula hoste suscepti-
ble de ser infectada, tenen lloc una sé-
rie d’etapes que tenen com a resultat
una progenie de virions i la mort de
la cél-lula. Les esmentades etapes sén:
I"'adsorcio, la penetracio, I'obertura de
la capsida, la transcripcio, la translacio,
la replicacid, I'acoblament i la sortida.

1.4.1. Paper de les proteines de
I’embolcall en el procés de

la invasioa viral

La glicoproteina, situada en la super-
ficie de la particula virica, juga un
paper crucial en la fixacié al receptor
de membrana de la cél-lula hoste.
Existeixen diversos tipus de receptors
que poden jugar un paper important
en la fixacié del virus (Perrin et al.,
1982; Wunner et al., 1984; Superti et
al., 1986). La proteina G del virus rabic
posseeix un domini que podria deter-
minar la naturalesa neurotropica del
virus (Lentz et al., 1984).

El virus, fixat a la membrana cel-
lular, s’engloba en una vesicula i pe-
netra dins la cél-lula per endocitosi.




A continuacid, la vesicula s'acidifica
per la fusi6 amb lisosomes. Aquesta
baixada de pH afavoreix la fusié de
I'embolcall viral amb la membrana
de la vesicula (Superti et al., 1984;
Tsiang i Superti, 1984) i permet
I'alliberaciéo de la ribonucleocapsi-
da directament dins el citoplasma.
En aquest moment pot comencar la
transcripcio.

1.4.2. Transcripcia, traduccioa i

replicacio

Després de I'alliberament de la nucleo-
capsida dins del citoplasma, I’ARN ge-
nomic de polaritat negativa és trans-
crit i posteriorment replicat. La matriu
de la transcripcié i la replicacié esta
constituida per I’ARN encapsidat i no
I’ARN nu, el genoma només presenta
una desencapsidacié molt local al pas
del complex polimerasic.

La sintesi de les proteines virals té lloc
en zones cel-lulars riques en ribosomes.
La nucleocapsida, amb el genoma pro-
tegit de I'activitat ARNasa cel-lular per
la nucleoproteina, és transportada cap
al soma neuronal, (Gosztonyi, 1986).
Dins el pericario, el genoma d’ARN de
polaritat negativa es transcriu en 5 ARN
missatgers monocistronics, amb un cap
metilat en les posicions 5’ i poliadeni-
lats codificant les 5 proteines: N, P, M,
G i L (Tordo et al., 1986; Bourhy et al.,
1989) (Figura 1). En fase més tardana,
una concentracio suficient de proteines
virals assegura el pas de la transcripcié
cap a la replicacid, és a dir, la sintesi de
brins d’ARN antigenomic de polaritat

positiva que serveixen de matriu per
a la produccié de noves generacions
d’ARN genomic de polaritat negativa.

La replicaci6 comenca després de la
sintesi de les proteines virals (Davis i
Wertz, 1982). La quantitat de proteina
N neosintetitzada regula aquest pas
de la fase transcripcional a la fase re-
plicativa (Patton et al., 1984).

El pericari6 i les parts proximals de les
dendrites neuronals sén llocs privilegi-
ats per a I'optima replicacié del virus,
encara que també s'han trobat zones
d’ensamblatge a segments axonals
proximals. Aixd no obstant, les condici-
ons de sintesi de virus als axons neuro-
nals no sén optimes i la majoria de virus
produits sén particules defectives.

Estudis de microscopia electronicaiim-
munohistoquimica han mostrat infec-
cions de cél-lules de la glia, astrocits,
oligodendrocits i cel-lules de Schwann
(Gosztonyi, 1994). També s'han trobat
particules virals a l'interior de cél-lules
de la microglia i a macrofags després
de la fagocitosi.

1.4.3. Paper de les proteines en

la formacia del viriag

La sintesi i I'ensamblatge de la nucle-
ocapsida tenen lloc al compartiment
citosolic, mentre que la formacié de
I'embolcall es desenvolupa dins orga-
nuls membranosos, com el reticle en-
doplasmatic llis, reticle endoplasmatic
rugos, embolcall nuclear o vacutols ci-
toplasmatics.




Les glicoproteines virals sén sintetit-
zades en el reticle endoplasmatic ru-
g6s. El procés de maduracié succeeix a
I'aparell de Golgi abans del transport
de la glicoproteina cap a la superficie
cel-lular. La formacié de I'embolcall vi-
ral resulta de la insercié de les protei-
nes G i M en la bicapa lipidica.

La incorporacié de la nucleocapsida a
I'interior de I'embolcall és una etapa
crucial en I'etapa de I'assemblatge del
virus. Durant aquest procés, l'interi-
or del futur embolcall viral comunica
[liurement amb el citosol, la qual cosa
permet la interaccié de la glicoprote-
ina associada a la membrana amb la
nucleocapsida per mitja de la proteina
de matriu. Aquesta posseeix un doble
rol, important durant la maduracié. Es
capag d'inhibir la transcripcié i la re-
plicacié al final de la maduracié viral
(Carrol i Wagner, 1979; De et al., 1982;
Ogdenetal., 1986; Shipley et al., 1988).
La proteina de matriu també provoca
una condensacié de la ribonucleopro-
teina i de la glicoproteina a nivell del
lloc de gemmacié viral a la superficie
cel-lular (Odenwald et al., 1986).

La fosfoproteina estabilitza la interaccio
entre la sequiéncia motriu de I’ARN ge-
nomic i la polimerasa. També actua jun-
tament amb la nucleoproteina durant
I'encapsidacié (De i Banerjee, 1984).

L'ARN polimerasa ARN depenent pos-
seeix nombroses activitats enzimati-
ques, com ara la sintesi d’ARN (Ongra-
di et al., 1985), la metilaci6 (Hammond
i Lesnaw, 1987; Hercyk et al., 1988), la

fosforilacié (Chattopadhyay i Baner-
jee, 1987), la metilacié en posicié 5' i
la poliadenilacié (Hunt et al., 1988).

1.4.4. Sortida dels virions

infecciosos

Les ribonucleocapsides s'embolcallen
a nivell de la membrana cel-lular i les
particules infeccioses s'alliberen per
gemmacio.

1.5. PROPAGACIO VIRAL DINS
L’ORGANISME

La transmissio del virus s'efectua per
contaminacié de les mucoses o per
ferida (esgarrapada, mossegada, lle-
pada d'una nafra, etc.). La transmissio
experimental de rabia per aerosols es
coneix en animals de laboratori des de
1938. A la natura també s’ha descrit
la transmissié per aerosols a l'interior
de coves amb una gran concentracié
de Tadarida brasiliensis infectats per
Lyssavirus (Constantine, 1967; Cons-
tantine, 2001). Després de la replicacié
local dins les cel-lules musculars (Fe-
kadu i Shaddock, 1984) o penetracid
directa dins les cél-lules nervioses peri-
feriques (Kucera et al., 1985; Shankar
et al., 1991) el virus avanca seguint
el flux axoplasmatic centripet (Tsiang
et al., 1989) des de les vies sensorials
i motrius (Coulon et al., 1989) fins al
sistema nervids central. Aquesta pro-
pagacié es realitza per transport in-
traaxonal i transferéncia transneuro-
nal dendroaxonal. Aquest mecanisme
consisteix en una transferencia de les
nucleocapsides de les terminacions




dendritiques d'una neurona cap a la
terminacié axonal de la neurona ad-
jacent sense replicacié previa (Tsiang
et al., 1989). El transport per flux axo-
plasmatic retrograd condueix les nu-
cleocapsides de la terminacié axonal
cap al soma neuronal (pericario). Dife-
rents estudis sobre I'avang sequencial
del virus dins les diferents estructures
nervioses suggereixen que la implica-
Ci6 de les fibres motrius i/o sensorials
en el transport viral esta en funcié de
I’'especie animal, de la via d'inoculacié
i de la soca viral utilitzada. El liquid ce-
faloraquidi també ha estat considerat
com a vehicle de transport pel virus.
En ratolins, les cél-lules de I'epéndima
i les neurones adjacents al canal cen-
tral de la medul-la espinal s’infecten
precocment després de la inoculacié
intracerebral amb elevades dosis de
virus CVS (Jackson i Reimer, 1989).

El virus colonitza les diferents zones
cerebrals i, simultaniament, el flux
axoplasmatic comporta un moviment
centrifug de la infeccié cap als nervis
periférics. Malgrat que els Lyssavi-
rus es caracteritzen per una afinitat
molt marcada pels teixits nerviosos,
en fase final d’infeccié poden, igual-
ment, replicar-se a cél-lules musculars
esqueletiques i a glandules salivals,
i permeten aixi la transmissié de la
infeccido a un altre hoste (Charlton i
Casey, 1981). La preséncia de l'anti-
gen ha estat demostrada, a més, a
glandules lacrimals, fol-licles pilosos,
mucoses bucal, nasal i intestinal, ro-
nyons, pancrees, pulmons i teixit
adipods bru interescapular (Charlton,

1988). La naturalesa d'aquests teixits
no nerviosos varia segons les espécies
hostes i la soca inoculada. En tot cas,
aquests teixits tenen un paper molt
important en el cicle biologic de la in-
feccio, perqué constitueixen els punts
externs de produccié de particules in-
feccioses i condicionen la transmissié
de la infeccio.

La patogenia originada pels serotips 2,
3,4,5,6i7 éssimilar a la causada pel
virus rabic del serotip 1, tant pel que
fa a la transmissid, la utilitzacié dels
nervis periférics per accedir al sistema
nervios central i la replicacio viral dins
les neurones, com en el desencade-
nament d’encefalitis, la disseminacid
neuronal periférica i la infeccié dels
teixits no nerviosos.

1.6. PATOGENICITAT VIRAL

Diferents estudis revelen que mutaci-
ons en la regio lll de la glicoproteina
afecten la patogenesi viral (Dietzschold
etal., 1983; Seif et al., 1985). La mutacid
antigénica en la posicié 333 de la regid
Il comporta una pérdua completa de
viruléncia per substitucié de I'arginina
333 per una glicina, glutamina, leucina,
isoleucina, metionina, cisteina, serina o
acid glutamic (Coulon et al., 1982). La
presencia d'un aminoacid carregat po-
sitivament (arginina o lisina) en posicié
333 és essencial per a la invasio viral de
les cel-lules neuronals (Tuffereau et al.,
1989). Analisis filogenétiques distingei-
xen set genotips, que poden ser divi-
dits en dos grans filogrups. El filogrup
| comprén el genotip 1 (virus de rabia




classica), el genotip 4 (Du-
venhage virus), el genotip 5
(EBLV-1), el genotip 6 (EBLV-
2) i el genotip 7 (ABLV). El
filogrup 1l compren el ge-
notip 2 (Lagos bat virus) i
el genotip 3 (Mokola virus)
(Badrane et al., 2001). Els virus del fi-
logrup | sén patogens per al ratoli per
via intracerebral o intramuscular, men-
tre que els virus del filogrup Il només
sén patogens per via intracerebral. El
residu R333 (arginina) de la glicoprote-
ina, essencial per a la viruléncia, ha es-
tat naturalment substituit per un D333
(acid aspartic) en els virus del filogrup
II, la qual cosa explicaria la seva atenua-
da patogenicitat. Dins cada filogrup la
seqliencia d’aminoacids de I'ectodomi-
ni de la glicoproteina té una similitud
de, com a minim, el 74%. Pel que fa als
anticossos antiglicoproteines mostren
neutralitzacié creuada. Entre filogrups,
la similitud és menor del 64,5% i no hi
ha neutralitzacié creuada, i és per aixo
que la vacuna de la rabia classica (filo-
grup I) no protegeix contra els virus del
filogrup Il (Badrane et al., 2001).

A més de les diferents mutacions, I'es-
pécie, I'edat i I'estat immunologic dels
animals poden influir en I'evolucié de
la infeccio virica (Coulon et al., 1982).

1.7. INTRODUCCIO ALS
QUIROPTERS

Les ratapinyades sén mamifers pla-

centaris (euteris) capacos de volar.

Totes les espécies de ratapinyades

constitueixen I'ordre dels quiropters,

nom d’origen grec que significa mans

Figura 2. Comparacio6 entre la ma d'un quiropter i
la d'una persona. El dit polze és I'Gnic que és curt
i no esta inclos en I'ala de les ratapinyades.

alades (keir = ma, pteron = ala) (Figu-
ra 2). Es un grup de mamifers relativa-
ment antic que va apareéixer al nostre
planeta fa uns 65 milions d’anys quan
els continents eren molt més a prop
els uns dels altres. Aquest fet hauria
facilitat I'expansié dels quiropters a
la major part del planeta a excepcié
de les regions polars. Trobam rata-
pinyades als oasis dels deserts, a les
selves tropicals i subtropicals, a les
planes properes al mar o a les serrala-
des de muntanyes relativament altes,
a les illes allunyades dels continents,
a les regions temperades o a les re-
gions boreals (Figura 3). El grup dels
quiropters s’ha diversificat molt en el
decurs de la seva historia evolutiva.
Aixi doncs, no és estrany que trobem
un ampli ventall d'espécies adaptades
a un variat espectre d'habitats i de
recursos alimentaris. Actualment, es
coneixen més de 1.100 espécies arreu
del mén i constitueixen aproximada-
ment el 20 % de totes les espécies
de mamifers conegudes. Cada any es
descriuen noves ratapinyades, que es
descobreixen no tant sols a les regions
tropicals i subtropicals, sind també a
les regions temperades (Serra-Cobo
et al., 2007a i b).




Figura 3. Els quiropters es distribueixen en tots els continents a excepcié de les regions polars i s'han
adaptat a un ampli ventall d’habitats.

L'acusada variacié climatica estacional
de les zones temperades condiciona el
ritme anual de les ratapinyades. Les
especies que habiten en aquestes re-
gions (com per exemple les ratapinya-
des de les llles Balears) presenten un
cicle anual que ha d'afrontar un pe-
riode fred i un periode més benigne.
Aixi doncs, els requeriments ecologics
dels quiropters varien en funcié de
I'época de I'any, fet que comporta la
utilitzacié de diferents refugis segons
I'estacié. Trobam refugis d’hibernacié,
de primavera, de tardor i d’estiu. Al-
hora els refugis d’'estiu poden ser de
cria i allotjar sols femelles adultes amb
alguns juvenils i cries o bé refugis de
mascles sols. Per sobreviure al periode
fred, en el qual hi ha pocs recursos ali-
mentaris, els quiropters hibernen, és a
dir, disminueixen el seu metabolisme

per gastar pocs recursos energeétics.
Els refugis d'hibernacié solen tenir
humitat elevada i temperatura relati-
vament baixa i for¢a constant. Durant
la hibernacio, les ratapinyades dismi-
nueixen la temperatura corporal, els
ritmes cardiac i respiratori per tal de
reduir la despesa energetica metabo-
lica i sobreviure amb les reserves de
greix que han acumulat en el decurs
de la tardor (Serra-Cobo et al., 2000a).
Els refugis d’estiu sén calids i solen ser
influenciats per les condicions ambien-
tals exteriors. Les localitats de prima-
vera i de tardor tenen temperatures
intermédies entre les dels refugis d’hi-
bernacié i de reproduccié.

Les ratapinyades son els Unics mamifers
adaptats al medi aeri. Realitzen verita-
bles vols batuts, similars als que efec-




tuen les aus. Els vols dels quiropters no
son comparables als efectuats per altres
grups de mamifers com els marsupials,
els dermopters i els rosegadors, que
tant sols realitzen vols curts i planejats.
Les adaptacions al vol que presenten
els quiropters i les aus mostren analogi-
es anatomicofuncionals entre ambdds
grups, fruit de processos de convergen-
cia evolutiva de quiropters i aus per I'ex-
plotacié del medi aeri.

L'aparell circulatori també mostra cer-
tes adaptacions, com el fet que les ar-
teries estan proveides de valvules que
impedeixen el reflux de la sang, carac-
teristica propia de les venes. D’altra
banda, les venes alars sén capaces de
realitzar moviments de contraccié per
tal d'impulsar la sang, gracies al teixit
muscular que les envolta. Les caracteris-
tiques de I'aparell circulatori dificulten
molt I'obtencié de mostres sanguinies
per a analisis. El ritme cardiac és molt
variable, i és directament proporcional
a la temperatura ambient i a I'estat de
I'individu. En fase d'activitat nocturna,
el cor dels microquiropters pot bategar
fins a 900 o 1.000 batecs per minut. Du-
rant el torpor ditrn disminueix drasti-
cament fins a 40 o 80 batecs per minut.
Aquest ritme és encara menor en el pe-
riode d'hibernada.

Els sentits millor desenvolupats sén
I'oida i I'equilibri. Per aixo l'oida in-
terna, I'area de l'escorca cerebral res-
ponsable de l'audicié i el cerebel han
adquirit un considerable desenvolu-
pament. La laringe, proveida de gran
musculatura, és la responsable de

I'emissio dels ultrasons, i és un organ
fonamental en la vida dels quiropters.

Les singulars adaptacions al vol, el de-
senvolupament d’un sofisticat sistema
de sonar en la majoria d'espécies i el
tipus de recursos alimentaris que cap-
turen, fan dels quiropters un dels grups
de vertebrats amb major valor ecologic.
La majoria de les ratapinyades europees
depreden grans quantitats d’insectes i
contribueixen a regular les poblacions
d'artropodes. La importancia ecologica
dels quiropters justifica que la Unid Eu-
ropea hagi inclos tots els quiropters en
I'annex 1 d’especies d'interés comuni-
tari que requereixen proteccié estricta.
També les legislacions ambientals ba-
lears i espanyola protegeixen totes les
ratapinyades.

1.8. TAXONOMIA DE U'ORDRE DELS
QUIROPTERS

Tradicionalment, les dades morfologi-
ques indicaven la monofilia de I'ordre
dels quiropters i dels dos subordres,
Megachiroptera i Microchiroptera,
implicant un Unic origen del sistema
d’ecolocalitzacié i de vol en quirdop-
ters. Recentment, estudis moleculars
han confirmat la monofilia de I'ordre,
pero han revelat la sorprenent estreta
relacié entre la familia dels rinolofids
i els megaquiropters, i suggereixen
per tant origens multiples de I'ecolo-
calitzacié dins dels quirdopters o bé un
Unic origen de I'ecolocalitzacié amb la
posterior pérdua per part dels mega-
quiropters (Baker et al.,, 1997; Teeling
et al., 2000, 2002, 2003; Volleth et al.,




2002). Estudis filogenetics més apro-
fondits (Teeling et al., 2005) dividei-
xen el monofiletic ordre dels quirop-
ters en dos subordres i 5 superfamilies,
mostrant els microquiropters parafilé-
tics (Taula 3). Utilitzant una completa
filogénia interfamilial, s’ha estudiat
I'origen dels quiropters. Els fossils més
antics daten de principis de l'eoce i ja
presentaven ecolocalitzacié i capacitat
de volar. S’han realitzat reconstrucci-
ons geografiques d'ancestres a partir
d'estudis morfologics de quiropters
extingits i actuals i d’analisis molecu-
lars. Els resultats de les reconstruccions
suggereixen que els quiropters s'origi-
naren en terres de Laurasia (Teeling et
al., 2005) durant el principi del paleo-
ce fa uns 65 milions d’anys (correspon

al final de la separacié de Pangea en
dos grans continents, Laurasia i Gond-
wana, els mamifers comencen a do-
minar). Sovint s’havia dit que I'origen
dels quirdpters actuals podia ser a I'he-
misferi sud, perd aquestes afirmacions
es basaven en la distribucié i la maxi-
ma diversitat actuals, idees que han
quedat desfasades davant dels recents
estudis filogenétics. Sembla ser que el
subordre Yinpterochiroptera té origen
asiatic i, que des de la seva diversifica-
Cié a finals del paleoce, ha tengut una
distribucié exclussivament per I|'antic
moén. En canvi, la historia biogeogra-
fica del subordre Yangochiroptera és
més dificil d’interpretar a causa de la
seva amplia distribucié mundial (Tee-
ling et al., 2005).

Taula 3. Classificacio de 'ordre dels quiropters,

segons Teeling et al. (2005).

Ordre Chiroptera

Subordre Yinpterochiroptera

Superfamilia Pteropoidea
Familia Pteropodidae

Superfamilia Rhinolophoidea

Familia Rhinolophidae

Familia Megadermatidae
Familia Craseonycteridae
Familia Rhinopomatidae

Subordre Yangochiroptera

Superfamilia Emballonuroidea
Familia Emballonuridae
Familia Nycteridae

Superfamilia Noctilionoidea
Familia Phyllostomidae
Familia Mormoopidae
Familia Noctilionidae
Familia Furipteridae
Familia Thyropteridae
Familia Mystacinidae
Familia Myzopodidae

Superfamilia Vespertilionoidea
Familia Vespertilionidae
Familia Molossidae
Familia Natalidae
Familia Miniopteridae




1.9. ANTECEDENTS DE LYSSAVIRLS
EN QUIRDPTERS

La rabia en quiropters representa
poc menys del 5% de la rabia ani-
mal diagnosticada en el mén (Bour-
hy, 2003). Les analisis filogenétiques
distingeixen 7 genotips de Lyssavirus
que infecten quiropters (genotips 1,
2,4,5,6,7i8). Sha descrit el pas de
tres d’aquests de ratapinyades cap a
mamifers no voladors (genotips 1, 2
i 5). Alhora, el pas de virus dels qui-
ropters cap a I'home s’ha descrit en
5 dels 7 genotips (genotips 1, 4, 5,
6, 7), la qual cosa representa un risc
per a la salut publica. L'escas nombre
d’humans infectats detectats mostra
que la probabilitat d’aquest passatge
sembla ser reduida. La situacio epide-
mioldgica, pero, pot canviar davant
noves variants virals que poden apa-
réixer i presentar una infecciositat su-
perior per a I'home. Es el cas que ac-
tualment s’esta vivint als Estats Units
d’Ameérica, on variants virals d’origen
recent que circulen en dues espécies
de quiropters (Lasionycteris noctiva-
gans i Pipistrellus subflavus) son res-
ponsables del 70% dels casos humans
(Mondul et al., 2003).

Durant anys, els continents en els
quals s’havia trobat virus de la rabia a
quirdpters no hematofags eren Ame-
rica, Africa, Asia i Europa (Grauballe,
et al.,, 1978; Schneider, 1982; King
i Crick, 1988; Lafon i Sureau, 1988;
Brass, 1994). Fins al 1996, Australia
era I'tnic continent considerat lliure
de rabia. A partir d’aquest any es va

constatar la presencia de quiropters
infectats per Lyssavirus, i posterior-
ment es comencaren a diagnosticar
mega i microquiropters infectats. La
rabia en quiropters hematofags o
vampirs només existeix en la zona in-
tertropical d’Ameérica, compresa entre
el nord de Meéxic i el nord d’'Argenti-
na (Bourhy, 2003).

El seglent apartat comenta sintetica-
ment la situacié epidemiologica actu-
al dels Lyssavirus en quiropters en els
diferents continents i dona a coneéixer
alguns dels estudis realitzats. L'objec-
tiu de l'apartat és proporcionar una
visié general de la infeccid per Lyssavi-
rus als quiropters, zoonosi present als
cinc continents que encara causa greus
problemes sanitaris a un ampli sector
de la poblaci6 humana. L'aproximacio
de l'estat actual de la rabia de rata-
pinyades al mén permet enquadrar i
valorar millor els estudis que s'estan
realitzant a les Illes Balears.

1.9.1. Lyssavirus en guiropters
d’Africa

S’han trobat dos genotips de Lyssavi-
rus a Africa: el genotip 2 (virus Lagos
Bat) i el genotip 4 (virus Duvenhage)
en quiropters frugivors i insectivors,
respectivament (taula 4).

El virus Lagos Bat va ser aillat per pri-
mera vegada a Nigéria a I'any 1956
(Boulger i Porterfield, 1958) a partir
de la guineu voladora Eidolon helvum,
perd no va ser fins a I'any 1970 que va
ser identificat com un rabdovirus, anti-




genicament proper al virus de la rabia
(Shope et al., 1970). El virus Lagos Bat
no ha estat mai aillat en 'home. El seu
reservori animal sembla estar constitu-
it per poblacions africanes de quirop-
ters frugivors de les seglients espécies:
Eidolon helvum, Epomophorus wahl-
bergi i Micropterus pusillus.

L'any 1970, un home del districte
de Warmbaths, a 100 km al nord de
Pretoria, Sudafrica, va morir de rabia
cinc setmanes després d’haver estat

mossegat per una ratapinyada insec-
tivora, possiblement un Miniopterus
schreibersii (Van Der Merwe, 1982). El
virus aillat en I’encefal de la victima va
resultar ser un nou Lyssavirus, anome-
nat Duvenhage en record de la victima
(Meredith et al., 1971; Tignor et al.,
1977). El virus Duvenhage infecta es-
pécies de quiropters insectivors (Nyc-
teris thebaica i Miniopterus schreiber-
sii). Malauradament es té poc coneixe-
ment de la distribucié dels Lyssavirus
en quiropters africans.

Taula 4. Casos de rabia coneguts de virus Lagos bat i virus Duvenhage
fins al 1993 (Swanepoel et al., 1993).

Especies afectades Referencies bibliografiques

Virus Lagos bat

Eidolon helvum

(quiropter frugivor) . =
Micropterus pusillus

(quiropter frugivor) 1 1974
Epomophorus wahlbergi

(quiropter frugivor) : UG
Nycteris gambiensis

(quiropter insectivor) . 2t
Eidolon helvum

(quiropter frugivor) 1 1985
Epomophorus wahlbergi 1 1990
(quiropter frugivor)

Miniopterus schreibersii 1 1981
(quiropter insectivor)

Nycteris thebaica 1

(quiropter insectivor) 1986

Lagos, Nigeria

Rep.Centre Sureau et al., 1977
Africana Sureau et al., 1980
e Merecdriitcrlm( iesttzlr}'d}r?g,21 981
Sudafrica King i Crick, 1988
Senegal Anonymous, 1985
Senegal Anonymous, 1985

Zimbabwe Kir;(g)gigci:]i'd:,g;%%
Sudafrica Swanepoel, 1995

Etiopia Mebatsion et al., 1992

Virus Duvenhage

Boulger i Porterfield, 1958

Shope et al. 1970

Meredith et al., 1971

Sudafrica Tignor et al., 1977
Sudafrica Schneider et al., 1985
Zimbabwe Foggin, 1988




Taula 5. Prevalenca de rabia en quiropters analitzats a I'estat del
Colorado des de 1977 fins al 1996 (Pape et al., 1999).

Especies humans
(% amb rabia)
:
!

Recentment, es va confirmar la infeccid
per DUVV d'un home de 77 anys, que
va ser esgarrapat a la cara per un ratpe-
nat insectivor al febrer de 2006, a North
West Province, Sudafrica, a uns 80 km
de la localitat on havia tengut lloc la
primera infeccié per DUVYV, 36 anys en-
rere. El ratpenat va entrar a I’'habitacio
durant la nit, i es va deixar caure sobre
les olleres de I'home, que se’l va espol-
sar per fer-lo fora. El ratpenat es va es-
capar i 'home, sense cap mossegada,
no es va curar |'esgarrapada ni va rebre
tractament postexposiciéd. Passats 27
dies es va trobar malament i va rebre
medicacié antigripal, perd no va millo-
rar i va ser ingressat amb molta febre,
taquicardia i rigidesa de coll i extremi-

No van mossegar

Nre. ratapinyades
analitzades
(% amb rabia)

humans
(% amb rabia)
2.013 (16%) 2.135 (17%)
722 (6%) 757 (7%)
628 (5%) 656 (5%)

452 (39%) 465 (40%)

38 (21%) 46 (33%)
41 (12%) 41 (12%)
25 (8%) 26 (12%)
21 (5%) 21 (5%)

19 (11%) 21 (14%)
13 (0%) 14 (0%)

265 (9%) 288 (11%)

4.237 (14%) 4.470 (15%)

tats. El seu estat general va anar empit-
jorant encara més fins que va necessitar
sedacio i ventilacié mecanica. Va morir
14 dies després de I'inici de la malaltia.
Analisis de la saliva (recollida durant el
procés de la malaltia) i de mostres de
cervell (recollides postmortem) varen
confirmar la identitat de I'agent pato-
gen com a DUVV.

1.9.2. Lyssavirus en guiropters

d’America

Les infeccions viriques de rabia classi-
ca al continent america sébn comunes
en quirdpters insectivors i hemato-
fags i, en menor grau, en quiropters
frugivors.




Al'any 1954 es detecta per primera ve-
gada, als Estats Units d’Ameérica, virus
del serotip 1 en un quiropter insecti-
vor. Posteriorment, estudis realitzats
a California en els anys setanta varen
descriure rabia a quiropters de les es-
pécies Myotis thysanodes, Lasiurus
ega, Eumops perotis i Euderma ma-
culatum (Medeiros i Heckmann, 1971;
Constantine i Herbenick, 1979).

A finals dels anys 90 es realitzaren es-
tudis per tal d'analitzar la prevalenca
de rabia en quiropters que havien estat
en contacte amb humans. Es prengue-
ren dades del periode comprés des de
1977 fins a 1996 (Taula 5). L'objectiu era
valorar el risc de transmissi6 de rabia
que suposen els quiropters a I'estat de
Colorado (Estats Units d’America), aixi
com caracteritzar els contactes entre
humans i quirdpters. Es va diagnosticar
rabia en 685 (15%) de les 4.470 rata-
pinyades analitzades. La prevalenca de
rabia en quirdpters que havien mosse-
gat persones fou 2,1 vegades superior
que en quirdpters que no havien mos-

segat ningu (Pape et al., 1999). Dels 233
quiropters que varen mossegar perso-
nes, 69 (30%) donaren positiu per ra-
bia. Dels 4.237 que no havien mossegat
ningu, 613 (14%) estaven infectats per
Lyssavirus. Gracies al tractament anti-
rabic, cap de les persones mossegades
per ratapinyades rabioses va contraure
la malaltia. Els quiropters rabiosos sem-
blen interactuar amb més frequeéncia i
ser més propensos a mossegar que els
no rabiosos. Aquest comportament és
a causa de les manifestacions cliniques
de la rabia en espécies salvatges, on
I'animal exhibeix una conducta anor-
mal, perd la seva por natural cap als
humans i sovint actua agressivament
(Kaplan et al., 1986). Sorprenentment,
els resultats obtinguts en el nostre es-
tudi de les llles Balears difereixen molt
de les dades de Colorado, tal com es
podra comprovar més endavant.

A la taula 6 es mostren els casos humans
de rabia, als Estats Units d’America, trans-
mesa per ratapinyades des de 1995 fins a
2006 (http://www.cdc.gov/rabies/).

Taula 6. Casos humans de rabia de ratpenats, Estats Units, 1995-2006

Data de la mort

15 mar¢ 1995 Myotis sp
21 setembre 1995

3 octubre 1995

9 novembre 1995

15 octubre 1996

19 desembre 1996

Especie de ratpenat transmissora de la rabia

Tadarida brasiliensis

Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus

Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus




Data de la mort Especie de ratpenat transmissora de la rabia

5 gener 1997 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus

18 gener 1997 Eptesicus fuscus

17 octubre 1997 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus

23 octubre 1997 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
31 desembre 1998 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
20 setembre 2000 Tadarida brasiliensis
10 octubre 2000 Tadarida brasiliensis

25 octubre 2000 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus

01 novembre 2000 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus

31 marg 2002 Tadarida brasiliensis
31 agost 2002 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
28 setembre 2002 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
14 setembre 2003 Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus
03 maig 2004 Tadarida brasiliensis
07 juny 2004 Tadarida brasiliensis
09 juny 2004 Tadarida brasiliensis

Tadarida brasiliensis

10 juny 2004

21 juny 2004 Tadarida brasiliensis

Va sobreviure 2004 Ratapinyada, especie desconeguda

27 setembre 2005 Ratapinyada, especie desconeguda

12 maig 2006

02 novembre 2006

Durant 2006 es van detectar, als Estats
Units d’America, 6.940 casos de rabia
en animals i 3 en humans, segons el
CDC, la qual cosa representa un incre-
ment del 8,2% respecte de I’'any 2005,
quan s'havien descrit 6.417 casos en
animals i un sol cas huma. Respecte a

Tadarida brasiliensis

Lasionycteris noctivagans o Pipistrellus subflavus

les espécies animals afectades a I'any
2006, els grups més afectats sén, per
ordre: 2.615 6s rentador (37,7%), 1.692
ratapinyades (24,4%), 1.494 mofeta
(21,5%), 427 guineus (6,2%), 318 moi-
xo0s (4,6%), 82 caps de bestiar (1,2%) i
79 cans (1,1%).




A I'any 2006 hi varen haver tres casos
de rabia en humans, ocorreguts a Te-
xas, Indiana i California. Els casos de
Texas i Indiana van ser transmesos per
ratapinyades, mentre que el de Cali-
fornia va ser transmés per un ca provi-
nent de Filipines.

Pero, de tots els casos d'infeccié rabica
en humans, és especialment interes-
sant des d'un punt de vista médic el
cas ocorregut I'any 2004, en que una
pacient va sobreviure a la infeccié ra-
bica. Es tracta d’'una nina de 15 anys
d'edat, de la poblacié de Fond du Lac
County, Wisconsin, a qui se li va diag-
nosticar rabia després d’haver estat
mossegada per un ratpenat aproxi-
madament un mes abans. Es tracta del
primer cas documentat de recuperacio
en un pacient que no ha rebut tracta-
ment de profilaxi antirabica pre o pos-
texposicio. La nina, que estava a l'inte-
rior d'una església, va ser mossegada
al dit index per un ratpenat en inten-
tar espantar-lo perqué sortis. Aquest
no va ser capturat i no va mossegar
ningl més. La ferida, d'uns 5 mm, va
ser curada pero la nina no va rebre cap
tractament antirabic de postexposici6.
Aproximadament un mes més tard, la
nina va comencar a tenir problemes,
com fatiga, inseguretat i visié doble.
Després de tres dies de malaltia, varen
apareéixer nausees i vomits. Al sise dia
els simptomes, com la hipersalivacio,
dificultat per parlar, entre d‘altres,
van fer pensar en la possibilitat que
es tractas de rabia. Efectivament, es
van detectar anticossos en serum i li-

quid cefaloraquidi, pero no es va po-
der identificar la variant virica perque
les proves
aixi com la PCR sobre mostres biolo-

d'immunofluorescéncia,

giques, varen ser negatives. La gestid
clinica va consistir en unes mesures
neuroprotectores i en un coma indu-
it. Aixi va estar durant 7 dies, durant
els quals el nivell d’anticossos antira-
bics va augmentar de 1:32 a 1:2.048, i
se li administra ribavirina intravenosa
seguint un protocol d'investigacié. La
ribavirina és una droga antiviral que
inhibeix in vitro el creixement de virus
d’ADN i ARN, com flavivirus i influen-
zavirus, pot, pero provocar alteracions
neurologiques i gastrointestinals. Pos-
teriorment va sortir del coma, i passats
36 dies des de I'inici de la malaltia, va
ser portada a la unitat de rehabilita-
ci6. De mica en mica es va anar recupe-
rant, va comencgar a caminar, a menjar
dieta solida, a resoldre trencaclosques
i a parlar. El com i per qué d'aquesta
recuperacié sén desconeguts. Aquest
cas representa el sisé cas conegut de
recuperacié després d'una infeccié per
rabia, pero és el primer de recupera-
Ci6 sense tractament antirabic de pre
0 postexposicid. Historicament, la taxa
de mortalitat entre els pacients infec-
tats no vacunats era del 100%.

Segons el Centers for Disease Control
and Prevention, als Estats Units, du-
rant el periode 1980 — 2000, el 74%
dels virus de la rabia aillats en perso-
nes (26 casos) s’han associat a ratpe-
nats insectivors.




A I'Argentina, el principal transmis-

turals. Aquest deteriorament ha pro-
vocat la disminucio i/o desaparicié de

nombrosos depredadors que anterior-
ment controlaven la seva poblacié. Tot
aixo, sumat a la capacitat del vampir
per adaptar-se a noves situacions, han
possibilitat que aquesta espécie visqui
actualment en la majoria dels ecosiste-
mes ramaders del nord d’Argentina. La
rabia paralitica afecta la salut i I'eco-
nomia d'una amplia regié que s'estén
des dels limits amb Bolivia, Paraguai i
Brasil fins aproximadament els 29° de
latitud sud i els 66° de longitud oest.
Dins aquesta area existeix una pobla-
ci6 de 5.000.000 de bovins i una quan-
titat indeterminada d’equins, caprins,

Taula 7. Especies de guiropters analitzades i resultats obtinguts

Saccolaimus saccolaimus 107
Taphozous melanopogan 96
Megaderma spasma 16
Hipposideros diadema 19
Rhinolophus sp 9
Miniopterus schreibersii 14
Philetor brachypterus 24
Scotophilus kuhlii 201
Cynopterus brachyotis 20
Eonycteris spelaea 10
Macroglossus minimus 10
Ptenochirus jagori 46
Pteropus hypomelanus 27
Rousettus amplexicaudatus 219

818

=3

Nre. Nre. serums amb
cervells anticossos antiABLV
0

23
30 4
4 0
7 0
2 0
11 4
13 1
63 4
1 0
1 0
4 0
8 0
14 3
50 6
231 22




porcs i ovins que també estan afectats.
S’estima que la taxa diaria d'atac esta
entre I'1 i el 3%, la qual cosa significa
que cada nit entre 50.000 i 150.000 bo-
vins sbn mossegats per vampirs.

La rabia en el bestiar no és més que
un reflex del que passa a nivell de
vampirs, ja que els herbivors es com-
porten epidemioldgicament com a
hostes terminals. La rabia es propaga
rapidament en una colonia de vampirs
a causa de lI'increment de I'agressivitat
intraespecifica. A més, la transmissio
es veu afavorida per I'elevada densitat
poblacional i pel caracter gregari dels
vampirs dins els refugis ditrns. Els ca-
sos rabics disminueixen quan la fraccié
de la colonia susceptible de ser infec-
tada és molt petita. La taxa de morta-
litat del bestiar és variable, i depén de
factors bioepidemiologics, com la den-
sitat poblacional del vampir dins I'area
del brot i també de les condicions sani-
taries dins cada granja, principalment
de la major o menor rapidesa en efec-
tuar la vacunacié en els moments de
risc. A I'’Argentina la vacunacié no és
obligatoria i va a carrec dels ramaders.
Durant la década 1992/2001 la mitja
de mortalitat bovina per rabia para-
litica fou de 4.167 caps per any, que
és el 0,08% de la poblacié exposada.
Si es considera un pes mig de 200 kg
per cada bovi, es calcula que cada any
es perden 833.400 kg. La mortalitat en
altres especies de bestiar no ha estat
estimada. A les pérdues que causa la
rabia se li han d’'afegir les que origina
I"'atac del vampir en ell mateix. Recents
observacions han suggerit que aques-

tes pérdues poden superar les causa-
des per la rabia paralitica. Si es consi-
dera que cada mossegada de vampir
produeix una sagnia d’uns 50 ml, 25
ml per la ingesta i 25 ml per I'hemor-
ragia residual, i tenint en compte una
taxa d'atac diaria de I"1%, les pérdues
de sang dels bovins en I'’Argentina a
causa de l'atac dels vampirs assoliria
els 912.000 kg per any. D'altra banda,
s’ha de tenir present que les ferides
provocades pels vampirs son vies d’'en-
trada d'altres infeccions.

La rabia paralitica també és una ame-
naca per a I’home. Durant els ultims
25 anys, a Argentina, s’han enregistrat
3 casos de rabia humana transmesa
per vampirs. Aquests contactes encara
s'observen i generen la necessitat de
centenars de tractaments antirabics de
postexposicié a I'any. L'atac del vam-
pir en ell mateix també afecta la sa-
lut humana, perqué produeix hemor-
ragies, dolor i infeccions col-laterals.
Els atacs a humans no sén frequents a
I’Argentina perod és molt probable que
els casos de mossegada estiguin sub-
estimats, fruit d'una subnotificacié, ja
que generalment afecten persones de
condicié molt humil que viuen en are-
es allunyades dels nuclis urbans (Delpi-
etro i Russo, 1996).

Al Brasil, a I'estat de Santa Catarina, a
principis del segle XX varen observar
una severa mortalitat entre els herbi-
vors. Varen poder veure que hi havia
gran quantitat de vampirs que en ple
dia atacaven i mossegaven els animals,
que pocs dies després morien. A I'any




1911 es va formular la hipotesi que
eren les ratapinyades hematofagues
les que transmetien la rabia a bovins
i equins. Posteriorment, es confirma
que efectivament els quiropters hema-
tofags eren portadors i transmissors
de lyssavirus.

Pel que fa referencia als quiropters no
hematofags, la primera comunicacio
sobre I'aillament de rabia al Brasil fou
realitzada I'any 1957. Durant el perio-
de 1990-2001 varen ser confirmats 455
casos de rabia humana. Es va confir-
mar el ca com al principal transmissor
(74%), sequit dels quiropters (11%).
Durant I'any 2004 es varen confirmar
22 casos de rabia humana transmesa
per quiropters hematofags a I'estat de
Para, a I’Amazonia (ProMED-mail post,
2004).

Durant el periode 1970-1999 s’enre-
gistraren, a Méxic, 150 casos de rabia
en humans transmesa per quiropter.
D’aquests casos els homes varen ser
els més afectats (64%), especialment
el grup d’edat compres entre els 5 i
14 anys (51,3%), seguit del de 15 a 44
anys (29,3%). En el 93% dels casos la
transmissié fou per mossegada i en el
36,6% la localitzacio de les ferides va
correspondre als membres superiors,
seguit dels membres inferiors (32%).
Els periodes d’incubacié enregistrats
foren, en un 48% del total, d’entre
16 i 30 dies. Analisis realitzades amb
anticossos monoclonals identificaren,
en humans, les variants segUents:
3-vampir, 5-vampir, 9-Tadarida brasi-
liensis mexicana i 11-vampir. Durant

el periode 1993 a 2000 es calcula que
varen existir més de 6.000 agressions
a humans per part de quiropters i que
durant aquest periode la Secretaria
de Salut de Méxic va invertir més de
9 milions de pesos en tractament pos-
texposicié a les persones agredides
(Vargas, 2001).

1.9.3. Lyssavirus en quiropters
d’Asia

Es disposa de molt poques dades de la
rabia en quiropters asiatics, sobretot
a causa de la falta d'un bon sistema
de vigilancia i és per aixo que sovint
es diu que la rabia en ratapinyades
d'Asia és un fet poc frequent. El pri-
mer cas de rabia humana transmesa
per ratapinyades va ser descrit a I'any
1954 al sud de I'india.

A Tailandia s'ha descrit la infeccio per
Lyssavirus de la ratapinyada frugivora
Cynopterus brachyotis. lgualment, a
I'india també s’ha detectat la presén-
cia de Lyssavirus en |'espécie frugivora
Pteropus poliocephalus.

L'any 1998 es va iniciar un estudi a
Filipines sobre rabia en quiropters
(taula 7). Es van capturar 818 quirop-
ters de 14 especies diferents, entre
insectivors i frugivors, i representen
cinc de les sis families de quiropters
presents a Filipines. Tots els cervells
van ser analitzats per immunofluo-
rescéncia directa i varen resultar ne-
gatius. Dels 818 animals capturats, es
recolliren 231 mostres de serum amb
un volum suficient per poder analit-




zar la presencia d’'anticossos rabics.
Un total de 22 sérums (9,5%) varen
ser positius per preséncia d’anticos-
sos antiABLV (genotip 7). D'aquests
22 sérums positius, 5 també varen
ser positius contra CVS (genotip 1).
Només 1 dels 209 serums que havien
estat negatius contra ABLV fou po-
sitiu quan s'analitza contra CVS. Les
espécies on s'ha detectat la presen-
cia d'anticossos antiABLV soén: Tap-
hozous melanopogan, Miniopterus
schreibersii, Philetor brachypterus,
Scotophilus kuhlii, Pteropus hypo-
melanus i Rousettus amplexicauda-
tus (Arguin et al., 2002).

Com s'ha comentat anteriorment,
estudis recents efectuats a partir de
mostres asiatiques amplien signifi-
cativament la diversitat del génere
Lyssavirus. Els virus Aravan i Khujand
van ser aillats al sud de Kyrghyzstan
I'any 1991 i al nord de Tadjikistan
I'any 2001, respectivament. El virus
Aravan va ser aillat de Myotis blyt-
hii a la regié Osh de Kyrghyzstan, a
I’Asia Central. Estudis genétics com-
pararen la seqUéncia del gen N del
virus Aravan amb 27 soques dels ge-
notips 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 7 del géne-
re Lyssavirus, es pot afirmar que es
tracta d'un nou genotip, proper als
genotips 4 i 5 (Arai, 2003). L'espécie
Myotis blythii, a partir de la qual s'ai-
Ila el virus Aravan, esta ampliament
distribuida pel Mediterrani, sud-est
d’Europa, Caucas, Palestina, sud-oest
d’'Asia i zones del centre i est d’Asia.
No es té constancia de cap cas huma
provocat per aquest genotip, pero

els mateixos autors de |'estudi re-
coneixen que la vigilancia rabica en
aquesta zona és molt precaria (Arai
et al., 2003).

L'any 2002 es van descobrir dos nous
Lyssavirus a Russia. Des del 1979 fins
al 2002 es van analitzar 339 ratapi-
nyades. Dues d’aquestes varen ser po-
sitives: un mascle de Murina leucogas-
ter de la ciutat de Irkutsk, a I'est de
Sibéria que va entrar dins un edifici
i un altre mascle de Miniopterus sch-
reibersii capturat en una cova prope-
ra a la ciutat de Krasnodar, al Caucas.
Els autors acaben reflexionant sobre
la importancia que aquests resultats
tenen per a la salut publica, ja que la
regi6 d'Irkutsk (Sibéria) esta conside-
rada lliure de rabia (feia 35 anys que
no s'aillava cap soca de Lyssavirus). En
canvi, el Caucas es tracta d'una regié
on la rabia és endéemica, pero fins a
la data només s’havien identificat ca-
nids com a reservoris de Lyssavirus. Els
autors es pregunten per I'efectivitat
que pot tenir la vacuna rabica comer-
cial davant aquests nous genotips
(Botvinkin et al., 2003).

Recentment s’ha realitzat un estudi a
Cambodja, que ha pres com a model el
treball efectuat a les llles Balears, i en
el qual 1.303 quiropters de 35 locali-
tats diferents varen ser analitzats (471
eren Pteropus lylei que provenien de
restaurants). Els 832 restants pertanyi-
en a 16 especies diferents originaries
de nou provincies. Tal i com succeia en
I’estudi realitzat a Filipines i en el nos-
tre de les llles Balears, totes les mos-




tres de sistema nervids van resultar ser
negatives per immunofluorescéncia.
Dels 146 sérums recollits, 30 contenien
anticossos contra diferents Lyssavirus:
RABV, EBLV-1, ABLV i LBV (Reynes et
al., 2004).

1.9.4. Lyssavirus en gquiropters

d’Oceania

Australia es considerava un continent
lliure de rabia fins a I'any 1996. Els
pocs casos de rabia que s’havien pro-
duit durant el segle XX corresponien
a la rabia classica importada d’altres
paisos en els quals aquesta malaltia
era endémica (McColl et al., 1993).
Durant 1996 es va descriure el primer
reconeixement patologic i immuno-
histoquimic de rabia en un quiropter
frugivor natiu: Pteropus alecto (Fraser
et al., 1996). Un examen amb micros-
copi electronic de cervell del Pteropus
infectat, aixi com de ratolins infec-
tats amb els virus aillats, va mostrar
particules de rabdovirus i estructures
histologiques tipiques de Lyssavirus.
Analisis amb anticossos monoclonals
mostraren I'existeéncia de forta relacié
entre el nou Lyssavirus i el serotip 1.
Posteriorment, analisis genétiques va-
ren demostrar que el virus aillat era
molt més proper al virus de la rabia
classica que a qualsevol altre membre
del génere Lyssavirus. Estudis filoge-
netics de sequéncies de la proteina N
mostraren que el nou virus pertanyia
al genere Lyssavirus i representa un
nou genotip: el genotip 7, que s’ano-
mena Australian Bat Lyssavirus (ABLV)
(Gould, 1998).

Des del primer aillament a I'any 1996
fins al 1999 s'han comprovat 42 casos
positius més a partir de les quatre es-
pecies de quiropters frugivors: Ptero-
pus alecto, Pteropus poliocephalus,
Pteropus scapulatus i Pteropus cons-
picillatus, aixi com de |'espécie de
microquiropter insectivor Saccolai-
mus flavicentris (Mackenzie, 1999).
Durant aquest periode es produiren
dues morts humanes causades per
ABLV (Field et al., 1999; McCall et al,
2000).

1.9.5. Lyssavirus en guiropters

d’Europa

L'evolucié del nombre de quiropters
infectats diagnosticats a Europa com-
pren dos periodes ben diferenciats:
el corresponent a 1954 — 1984 en el
qual sols es varen diagnosticar 14
casos (Kappeler, 1989) i el posterior
a 1984, en el qual es detectaren la
majoria dels casos rabics coneguts ac-
tualment en quiropters d’Europa. El
fort increment de diagnostics rabics
enregistrat a partir de 1985 és conse-
quéncia de l'aillament de Lyssavirus
en Eptesicus serotinus de Dinamarca
(Mollgard, 1985) i de la mort d'un zo-
oleg finlandes mossegat per una ra-
tapinyada (Lumio et al., 1986), que va
desencadenar estudis epidemiologics
a Holanda i Dinamarca. Com a resul-
tat, es van passar dels 15 casos diag-
nosticats a I'any 1985 als 122 de I'any
1986 i als 142 de I'any 1987. Des de
1988, el nombre de casos anuals en-
registrats s'ha estabilitzat entorn als
40 (figura 4).




Figura 4 . Nombre de ratapinyades infectades
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Figura 4. Evolucié del nombre de casos de rabia en quiropters europeus. Periode 1977 — 2006, segons el
Rabies Bulletin Europe, de I'Organitzacié Mundial de la Salut.

A Europa, fins al 1984 només s'havia
descrit rabia de quiropters al nord-est
europeu: nord d'Alemanya, Polonia,
antiga Unio Sovietica, Turquia i anti-
ga lugoslavia (Kappeler, 1989). Des de
1985, progressivament es varen anar
notificant casos en diverses localitats
d’Europa: Dinamarca, Holanda, Ale-
manya, Espanya, Franca i posterior-
ment Suissa i Regne Unit.

A la taula 8 es resumeixen els primers
aillaments de rabia en quiropters eu-
ropeus (King i Crick, 1988; Kuzmin et
al., 2003).

Posteriorment a aquests primers ailla-
ments se n’han efectuat molts més, tal
i com il-lustra la taula 9. Des de 1977
fins a 2007 s’han publicat 868 casos de
rabia en quiropters europeus provoca-
da per Lyssavirus dels genotips 5 i 6,

Figura 5. Exemplar d’Eptesicus serotinus. Es
tracta d'una espécie amb conducta antropofila i
relativament agressiva.

és a dir, els European Bat Lyssavirus 1
(EBLV-1) i 2 (EBLV-2), respectivament.

La majoria dels casos publicats en el
Butlleti Europeu de Rabia corresponen
a l'espécie Eptesicus serotinus (Figura
5), quiropter adaptat a viure en fissu-
res de roques i també en construccions
humanes, de manera que pot tenir
contacte amb la poblacié humana més




facilment que altres espécies més fo-
restals o troglofiles (Echevarria et al.,
2001). Abans dels estudis realitzats
pel nostre equip, eren 8 les espécies
de ratapinyades europees en les quals
s'havia comprovat infeccié per Lyssa-
virus: Eptesicus serotinus, Pipistrellus
pipistrellus, Pipistrellus nathusii, Myo-
tis dasycneme, Myotis daubentonii,

Myotis myotis, Nyctalus noctula i Rhi-
nolophus ferrumequinum. En algunes
d'aquestes espécies no s'havia analit-
zat el genotip del Lyssavirus que havia
produit la infeccio.

A més dels diagnostics en quiropters,
fins ara s’han confirmat, a Europa, 5 ca-
sos humans d’infeccié d’EBLV (taula 10).

Taula 8. Resum dels primers aillaments de rabia

en quiropters europeus

Alemanya (R.F.A.)

1954 72

Turquia 1956

Alemanya (R.D.A.) 1963

Ucraina (U.R.S.S.) 1964

Polonia 1972

Dinamarca 1985

1985 Huma

Holanda 1987

Espanya 1987

Franca 1989

Regne Unit 1996

c
o
A

1954  Nyctalus noctula

Rhinolophus ferrumequinum

Eptesicus serotinus

Eptesicus serotinus

Eptesicus serotinus

Eptesicus serotinus

Eptesicus serotinus
Myotis dasycneme

Pipistrellus pipistrellus
Eptesicus serotinus

Eptesicus serotinus

1992 Myotis daubentonii

Myotis daubentonii

m Referencia biblingrafita

Nicolic i Jeselic, 1986

Mohr, 1957

Tun¢gman, 1958

Pitzschke, 1965

Selimov et al. 1986

Komorowski et al. 1974

Bitsch et al. 1985

Lumio et al. 1986

King i Crick, 1988

King i Crick, 1988

Kissi et al., 1995

Nadin-Davis et al., 1994

Whitby et al., 2000




Taula 9. Casos de rabia en quiropters europeus. Periode 1977 - 2007,
segons el Rabies Bulletin Europe, de I'Organitzacid Mundial de la Salut
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Taula 10. Casos de rabia humana a Europa transmesa per quiropters

. Especie . : Referencia

Nina de 15 anys mossegada
al dit. No va rebre

tractament postexposicio. ﬁl;sosnymous.
. >
1977 el ’ 25k Mori a les 4-5 setmanes de
la infeccio.

Nina d'11 anys mossegada
al llavi. No va rebre

Russia ? EBLV tractament postexposicio.
Mori a les 4-5 setmanes de
la infeccié.

Selimov et al.,
1989

Zooleg mossegat a Malaisia  Lumio et al.,

durant 4 anys i a Suissa 1986
e > . i Finlandia un any abans Roine et al.,

[ELE Finlandia ’ v de la seva mort. Mai no 1988
va ser vacunat ni va rebre Amengual et
tractament postexposicié. al., 1997
Conservacionista de 55 Fooks et al.,

2002 Regne Myotis EBLV-2 anys. Mai no va ser vacunat 2003

Unit daubentonii ni va rebre tractament Nathwani et al.,

postexposicio. 2003

2005 [TTT ) 2 2 Rabies Bulletin

Europe (WHO)




No s’ha aillat mai EBLV-2 en cap animal
que no fos un quiropter (Fooks et al.,
2003) en canvi, EBLV-1 si ha estat aillat
a partir de quatre espécies animals que
no sén quiropters europeus. Aquestes
han estat: ratapinyades frugivores del
Parc Zoologic de Dinamarca, ovelles a
Dinamarca, un Martes foina a Alema-
nya i un moix a Franca.

EBLV-1 ha estat aillat a partir de co-
Ionies de quiropters frugivors egipcis
(Rousettus aegyptiacus) mantingudes
en captivitat en parcs zoologics d'Eu-
ropa. Els Lyssavirus es varen detectar
en R. aegyptiacus del Parc Zoologic
d’'Odense (Dinamarca) que havien es-
tat importats des del Parc Zoologic de
Rotterdam (Holanda) (Ronsholt et al.,
1998; van der Poel et al., 2000; Wellen-
berg et al., 2002).

A l'any 1998 es va aillar EBLV-1 a partir
d'ovelles procedents de tres ramats de
Dinamarca. Es tractava de la primera
incidéncia d'un EBLV present en ma-
mifers terrestres (Ronne, 1999). Nova-
ment, a I'any 2002 es va detectar una
ovella positiva (Ronsholt, 2002). Es va
veure que, durant el dia, les ratapinya-
des es refugiaven a les mateixes cons-
truccions que les ovelles, la qual cosa
hauria permes el contacte entre les
dues espécies (Fooks et al., 2003).

A l'agost del 2001, un mart (Martes
foina) va ser trobat viu en un parc
de Sachsen - Anhalt, Alemanya. No
presentava simptomes de malaltia,
pero si falta de timidesa. Després

d’intents d'allunyar-lo del parc va in-
tentar agredir algu i va ser sacrificat.
Va resultar negatiu per immunofluo-
rescéncia, pero positiu per PCR i mos-
tra presencia d’EBLV-1 (Muller et al.,
2001). Aquest és I'Unic cas d’infeccio
d’EBLV-1 detectat en un mamifer sal-
vatge europeu no quirdpter. S'espe-
cula que aquesta infeccié podria ser
el resultat d'un atac del mart cap a
un grup de quiropters i durant el qual
hagués rebut una mossegada. S'ha
descrit que sovint els Martes foina de-
preden quiropters durant el periode
d’'hibernada, quan les ratapinyades
romanen dormides a l'interior del re-
fugi (Fooks et al., 2003).

El 10 novembre de 2007 va morir una
moixa, anomenada Mitsie, origina-
ria de Fontenay-le-Comte, Vendée,
Franca. Les analisis veterinaries varen
demostrar que la causa de la mort
era rabia transmesa per ratapinyades
(infeccié per EBLV-1). Es tractava d'un
moix que sortia molt poc de casa, pero
sovint visitava el teulat de casa seva i
un graner. Les 14 persones que varen
tenir contacte amb el moix varen estar
sota vigilancia medica. Quatre d’elles,
que havien estat esgarrapades o mos-
segades, varen rebre tractament de
postexposicio.

Des de 1977, Espanya es considera
[liure de rabia en mamifers terrestres.
Unicament es registren casos de rabia
classica endémica a les ciutats de Ceu-
ta i Melilla del nord d'Africa.




A l'any 1987, pero, es va detectar el
primer cas de rabia en un quiropter
(Sanchez, 1999). Els anys posteriors
s’han anat detectant nous casos fins a
un total de 21 positius per immunoflu-
orescéncia, segons la Xarxa Nacional
de Vigilancia Epidemiologica (Sanchez
i Abellan, 2003).

1.10. PLANTEJAMENT DE
LESTUDI DELS LYSSAVIRLUS
EN QOUIROPTERS DE LES
ILLES BALEARS.

A l'any 1995, en el marc d'un estudi
estatal sobre els Lyssavirus de les rata-
pinyades espanyoles, es varen detec-
tar els primers quiropters seropositius
a les llles Balears. L'estudi havia estat
promogut pel Ministeri de Sanitat
i Consum després del primer cas de
ratapinyada positiva detectada a Es-
panya i dut a terme pel nostre equip.
L'espécie en qué es trobaren els an-
ticossos rabics era Myotis myotis i les
ratapinyades varen ser capturades a
dues coves mallorquines properes a
Llucmajor i a Inca. A partir dels resul-
tats obtinguts es va plantejar, amb el
suport de la Conselleria de Salut i Con-
sum del Govern de les llles Balears, un
estudi multidisciplinari que tenia com
a principals objectius:

e Posar a punt una técnica poc invasi-
va que permetés obtenir un nombre
significativament elevat de mostres
en animals vius.

e Conéixer quines especies eren afec-
tades per la infecci6.

e Estimar el percentatge d’individus
infectats en les colonies.

e Conéixer la dinamica temporal de
la infeccio rabica.

e Estimar el risc per a la salut publica
i contribuir a clarificar el debat sa-
nitari existent els darrers anys sobre
la perillositat de les ratapinyades
com a vectores de Lyssavirus.

Perd per aconseguir aquests objectius
era necessari:

e Localitzar refugis de ratapinyades.

e Coneéixer la dinamica anual de les
colonies de ratapinyades.

e Estimar la mida de les colonies.

e Coneixer els moviments estacionals.

e Seguir durant diversos anys I'evolu-
ci6 de les colonies infectades.

e Estimar la taxa de supervivéncia de
les colonies.

e Modelitzar la dinamica temporal de
la infeccio.

Aixi doncs, era imprescindible iniciar es-
tudis ecologics alhora que es posaven a
punt les técniques de mostreig i es rea-
litzaven analisis virologiques, epidemio-
logiques i genetiques. La present mono-
grafia déna a coneixer els resultats dels
estudis rabics realitzats a les Illes Balears
des de I'any 1995 fins al 2006.




2. MATERIAL | METODES

2.1. CAPTURA DE RATAPINYADES I
OBTENCIO DE MOSTRES

L'estudi s'ha centrat en la infeccié per
EBLV-1 a |'especie Myotis myotis. L'es-
tudi d’'una sola espécie ens ha permés
aprofundir en el coneixement de la di-
namica temporal de la infeccié. Alho-
ra, pero, també s'han analitzat altres
espécies de ratapinyades per tenir més
informacié de conjunt sobre I'afecta-
Ci6 de la infeccié a la comunitat de
ratapinyades de les llles Balears. La
major part de les mostres bioldgiques
s'han obtingut a partir de dues colo-
nies de quiropters situades als munici-
pis de Llucmajor i d’Inca, en les quals
s'havia detectat infeccié per EBLV-1 a
I'any 1995 (Serra-Cobo et al., 2002 i
Amengual et al., 2007a). Totes les rata-
pinyades capturades varen ser sexades
i anellades a I'avantbrag per facilitar
el sequiment individual de la infeccio
i els seus moviments estacionals entre
colonies.

Les ratapinyades de la colonia 1 (Lluc-
major) han estat estudiades des de
1995 fins a 2006. El darrer any es va-
ren obtenir molt poques mostres i per
aquesta rad no han estat considerades
en les analisis del present estudi. En el
decurs del mateix periode varen ser
capturades ratapinyades de la colo-
nia 2 (Inca). Tots els quiropters varen
ser capturats i mostrejats a |'atzar. Les
poques carcasses analitzades durant
I'estudi corresponen a individus tro-

bats morts en els refugis. Les carcasses
varen ser estocades a -80°C fins al mo-
ment de ser analitzades.

La mida de les colonies va ser calcula-
da indirectament emprant la técnica
de captura - marcatge - recaptura.
Les sessions de caca de parany es va-
ren dur a terme a la primavera durant
periodes de sis (2001-2006) i set anys
(2000-2006) a les colonies 1 2, respec-
tivament. Les mides de les colonies han
estat estimades emprant la metodo-
logia de Jolly-Seber per a poblacions
obertes incorporada en el programa
Mark (Pollock et al., 1990).

L'extraccié de sang de les ratapinya-
des s’ha efectuat realitzant una petita
incisié a la vena mediana a nivell de
I'epifisi proximal del radi. De cada ani-
mal s’ha extret de 50 a 200 pl de sang
en funcié de I'especie analitzada. A
continuacié, s'ha aplicat una gasa so-
bre la ferida pressionant amb els dits
durant uns segons, fins confirmar que
no existia hemorragia. Finalment, s'ha
donat a beure aigua glucosada a les
ratapinyades i se les ha alliberat. La
sang s'ha conservat a 4 °C durant unes
hores. A continuacid, s'ha centrifugat
i separat el contingut cel-lular del sé-
rum. Les mostres serologiques i cel-
lulars s"han conservat a -20 °C.

2.2. BREU DESCRIPCIO DE MYOTIS
MYOTIS (BORKHAUSEN, 1797)

La ratapinyada de morro llarg (Familia
Vespertilionids) és |'especie més gran
del génere Myotis. Té les orelles molt




desenvolupades. El seu aspecte és ro-
bust i la seva denticié esta ben desen-
volupada (figura 6). Se’l pot reconeixer
pel vol pesat i lent que realitza amb
les seves amples ales. La seva dieta es
basa, principalment, en coledpters que
pot cacar a terra. Els seus depredadors
més importants son les olibes, a les
egagropiles de les quals s’han trobat
molts d’esquelets.

Figura 6. Caracteristiques biométriques
de Myotis myotis..

Cap - tronc: 67-79 mm

Cua: 45-60 mm

Avantbrac: 54-68 mm

Orella: 26-31 mm

Envergadura alar: 350-450 mm
Longitud condil-basal: 22-24 mm
Pes: 28-40 g

Forma colonies nombroses a finals de
primavera i comencaments d’estiu. La
hibernacié sol tenir lloc en coves fre-
des i humides. Pot cohabitar amb al-
tres espécies, com per exemple Mini-
opterus screibersii.

Habita al centre i sud d’Europa. Es re-
lativament abundant a Mallorca (Fi-
gura 7). A la resta de les llles Balears

sols s’han trobat restes ossies a Eivissa
(Alcover i Muntaner, 1986).

Una petita part de les femelles ja té
cries al primer any de vida. L'aparella-
ment es produeix a partir de I'agost.
L'ovulacié i la fecundacio, en canvi,
es realitzen a la primavera. Durant el
periode compres entre els mesos de
maig i juny, es produeix el part. Cada
femella té una sola cria, la qual és ca-
pa¢ de volar als 20-24 dies d'edat i 40
dies després d’haver nascut ja sén au-
tosuficients.

2.3. RECEROUES DE LABORATORI

Les ratapinyades mortes varen ser au-
topsiades en un laboratori de segure-
tat biologica de nivell 3 i se n’obtin-
gueren mostres de: cervell, faringe —
esofag, traquea, pulmé, cor i llengua
(Bourhy et al., 1992).

La técnica utilitzada per detectar la
preséncia d’antigen en teixit cere-
bral ha estat la immunofluorescencia
(Bourhy et al., 1989; Serra-Cobo et al.,
2002; Amengual, 2005).

Es va utilitzar la técnica de la nRT-PCR per
detectar ARN viral dels precipitats san-
guinis i dels organs, amplificant el gen
de la nucleoproteina d’EBLV-1 (Amen-
gual et al., 1997; Davis et al., 2005).

La técnica utilitzada per a la detec-
ci6 d’'anticossos antiEBLV-1 és una
adaptacio del Rapid Fluorescent Fo-
cus Inhibition Test (RFFIT) (Serra-Co-
bo et al., 2002; Reynes et al., 2004).




Figura 7. Mapa de distribucié de
Myotis myotis a les llles Balears.
En gris, citacions sols
comprovades abans de 1993.

En negre, citacions verificades
després de 1993

(Serra-Cobo et al., 2007a i b).

Cada analisi serologica es repeti dues
vegades per a cadascuna de les mos-
tres, i es prengué com a resultat la
mitjana aritmetica de les dues repeti-
cions. Per descartar falsos positius que
fossin fruit de reaccions creuades, es
consideraren sérums positius aquells
que tenien una titulacié superior a 27
en ambdues repeticions.

Els percentatges anuals de seropositius
de cada colonia varen ser comparats
amb el test de la %2 per comprovar si hi
havia diferéncies interanuals significa-
tives en cadascuna de les colonies.

2.4. ANALISIS DE SEQUENCIES

Es va efectuar una analisi comparativa
entre les seqUéncies del gen de la nucle-
oproteina de Lyssavirus obtingudes a les
Illes Balears i les soques representatives
d'EBLV-1, EBLV-2 (Davis et al., 2005) i Du-
venhage virus (Thompson et al., 1997).

A partir de les mostres de sang, el
gen mitocondrial citocrom b va ser

seqlienciat per comprovar que les ra-
tapinyades capturades pertenyien a
I'especie Myotis myotis (Bickham et
al., 2004).

2.5. TAXA DE SUPERVIVENCIA

La probabilitat de supervivéncia apa-
rent (®) de les colonies 1 i 2 de M.
myotis va ser estimada durant perio-
des de sis (2001-2006) i set anys (2000-
2006), respectivament. Els individus
juvenils foren exclosos de les analisis.
La taxa de supervivéncia va ser mode-
lada seguint la metodologia de captu-
ra —marcatge - recaptura (Lebreton et
al., 1992) i utilitzant el programa Mark
(White i Burnham, 1999). El model se-
leccionat ha estat el més parsimoni-
6s d'un conjunt de models candidats
(Amengual et al., 2007a).

2.6. DINAMICA TEMPORAL DE LA
INFECCIO PER EBLV-1

La taxa basica de reproduccio (R) del
virus a M. myotis va ser calculada uti-
litzant I'equacié R = 1/x*, on x* repre-
senta la fraccié de la poblacié d’hostes
que és susceptible de ser infectada en
situacié d’equilibri (Anderson i May,
1991). R, és un concepte fonamental




en epidemiologia i ens indica la mit-
jana d'infeccions secundaries que es
produeixen quan un individu infectat
s'introdueix en una poblacié d'hostes
susceptibles. El valor x* va ser estimat a
partir de les dades seroldogiques obser-
vades a la colonia 1 des de 1995 fins a
2005. La taxa de seroconversio (v) va ser
calculada per a la colonia 1 a partir de
les equacions Nums. 6.4, 6.11, 6.12 (An-
derson i May, 1991). La durada mitjana
de la infecciositat (D) va ser obtinguda
utilitzant I'equacié D = 1/v. Per predir el

Naixement <€

model temporal de la infeccié per EBLV-
1 es va utilitzar un model dinamic amb
tres categories (Figura 8). Les colonies
varen ser dividides en ratapinyades sus-
cebtibles (X), infectades (Y) i immunes
(2). Els canvis de percentatges en les tres
categories s'obtingueren substituint en
el model les dades ecologiques i epide-
miologiques obtingudes, concretament
utilitzant les equacions diferencials
NUms. 6.1-6.4 proposades per Anderson
i May (1991). El model va ser desenvolu-
pat emprant el software Maple v9.01.

: f

P Susceptibles

X(t) Y(t)

Infectats

WL+ o
0 n

» Mort + emigracié <

f

% Immunitzats =

—— Z(t)

Figura 8. Representacio esquematica del model epidemiologic utilitzat.




3. RESULTATS

3.1. ECOLOGIA DE MYOTIS MYOTIS

Les analisis del gen citocrom b varen
demostrar que les ratapinyades captu-
rades pertanyien a |'espécie M. myotis.
A la figura 9 es pot observar com les
seqléncies dels quiropters procedents
de les colonies mallorquines s’agrupen
clarament amb I'especie M. myotis de
referéncia.

El seguiment de la dinamica anual del
refugi 1 ha permes comprovar que s'hi
allotja una colonia pluriespecifica de
cria de ratapinyades de M. myotis, Mi-
niopterus schreibersii i Myotis capac-
cinii. Els M. myotis arriben cada any
a mitjans d’abril i comencen a partir
de principis d'agost. L'estimacié de la
mida de les colonies ha mostrat que el
refugi 1 allotja una mitjana de 212 M.
myotis (interval de confianca del 95 %,
IC = 162-300).

Myotis 1 COLONIA1
97

62IL pMyotis 2 COLONIAT

78 Myotis 2 COLONIA 2

98 Myotis 1 COLONIA 2
99
Myotis myotis
96
Myotis b oxygnathus
Myotis b blythii

Myotis b punicus

Eptesicus serotinus
L [
| 1

0.05

Figura 9. Arbre filogenétic on es mostren la relacié dels Myotis analitzats amb I'espécie Myotis myotis.




El refugi 2 allotja una colonia pluriespe-
cifica de ratapinyades de les seguents
especies: M. myotis, M. schreibersii, M.
capaccinii, Myotis escalerai, Rhinolop-
hus ferrumequinum i Rhinolophus hip-
posideros. S'ha observat que totes les
espécies excepte R. hipposideros crien
en aquest refugi. L'agrupacio de cria de
M. myotis és de 591 (IC,,, = 377-804),
els quals arriben a mitjans de primavera
i parteixen de la cova durant la tardor

(Serra-Cobo et al., 2007a i b).

3.2. FLUCTUACIO EN EL
PERCENTATGE DE
RATAPINYADES SEROPOSITIVES

La técnica posada a punt en el projec-
te ha estat molt eficient per obtenir
mostres de sang en animals vius. Les
ratapinyades recapturades una set-
mana després de |'extraccié sanguinia
no presentaven cap traca de la incisio
(Serra-Cobo et al., 2002).
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Figura 10. Variacié temporal del percentatge de sérums i posits sanguinis positius a les dues colonies de
ratapinyades estudiades. El tant per cent de seropositius esta indicat en negre, mentre que en vermell s’ha
indicat el percentage de posits positius. Els segments verticals indiquen els intervals de confianga del 95%.
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Els resultats de les analisis serologiques
mostren |'existéncia d’elevada expo-
sici6 de M. myotis a EBLV-1 (36,24 %,
n = 643), amb significatives diferénci-
es entre les dues colonies. La taxa de
seroprevalenca no difereix significati-
vament entre adults i juvenils ni entre
mascles i femelles. Tampoc no s’han
observat diferencies significatives inte-
ranuals en el tant per cent de ratapi-
nyades seropositives de la colonia 1 (2
=6,55, gll =9, p>0,5) detectades durant
el periode d'estudi (1995-2005) (figura
10 i taula 11). Per tant, aquesta colonia
va ser considerada en estat d'equilibri i
es va prendre la mitjana de ratapinya-
des susceptibles durant aquest periode
(58,62 %, IC,,,, = 51,99 %-65,25 %) per
calcular la taxa basica de reproduccio
del virus (R, = 1,706, IC ., = 1,533-1,923)
(Amengual et al., 2007a).

A diferencia del que succeia a la co-
lonia 1, s'han observat variacions
significatives en el percentatge de
ratapinyades seropositives a la colo-
nia 2 (x> = 69,56, gll =9, p>0,0001).
Quatre maxims d'ndividus seroposi-
tius han estat identificats en el de-
curs dels 12 anys d'estudi: 1995-1996
(x> = 18,92, p<0.001); 2000-2002 (x>
= 12,57, p<0,001); 2003-2004 (x? =
4,03, p<0,05); 2005-2006 (x> = 7,33,
p<0,001) (figura 10 i taula 11).

L'obtencié de diverses mostres en els
mateixos individus (de 2 a 4 vegades)
en intervals d'1 a 8 anys ha possibili-
tat sequir I'evolucié a través dels anys
dels titols de seroneutralitzacié de 46
ratapinyades (taula 12). Set individus

varen ser capturats i analitzats més de
dues vegades a intervals d'un a diver-
sos anys. Una ratapinyada va ser ana-
litzada quatre vegades entre 1996 i
2004. El seguiment realitzat demostra
que els anticossos antiEBLV-1 d’'alguns
M. myotis continuen sent detectables
un any després de la seroconversio.
Denou d'aquestes 46 ratapinyades han
presentat titulacions negatives d’'anti-
cossos en les segiients recaptures des-
prés d'uns anys, fet que demostra que
han sobreviscut diversos anys després
de la seroconversio.

3.3. PRESENCIA O’ARN I’EBLV-1

Totes les ratapinyades trobades mor-
tes (n = 17) varen ser analitzades per
immunofluorescencia i per nRT-PCR.
Tots els resultats de les analisis per IF
foren negatius. Al contrari, 2 M. myo-
tis recol-lectats a la localitat 2 varen ser
positius per nRT-PCR (el cervell d'un i
el corila llengua de I'altre).

Tots els posits de sang foren analitzats
per nRT-PCR a partir de 1999. El 3,68
% i el 5,17 % varen ser positius a les
colonies 1i 2, respectivament. Les ana-
lisis comparatives de totes les seqiien-
cies amplificades indicaren que els
ARN obtinguts en I'estudi pertanyien
al genotip EBLV-1. El percentatge de
divergéncia de les sequéncies obtin-
gudes va ser calculat per comparacié
amb 4 soques diferents d’EBLV-1. El
rang observat era de 0 a 4,9 % res-
pecte als EBLV-1 francesos i alemanys
i de 1,6 a 4,1 % respecte a les dues
soques espanyoles. El percetatge de




divergencia augmentava del 20,5 al
23 % quan les mostres de I'estudi es
comparaven amb una soca de Duven-
hage (serotip 4) i del 23 al 27,9 % quan
la comparacié era amb dues soques
d’EBLV-2 de Franca i Finlandia (Amen-
gual et al., 2007a).

Unicament dues de les 429 mostres
sanguinies analitzades per nRT-PCR
i seroneutralitzacié varen ser posi-

tives per ambdues tecniques (x? =
8,91, p<0,01). Els resultats mostren
el valor que té la técnica d’obtencié
de mostres sanguinies desenvolupa-
da en el present estudi, que permet
obtenir informacié complementaria
a partir d’analisis serologiques i de
nRT-PCR. La combinacié de les dues
técniques d’analisi permet aportar
valuosa informacio sobre la infeccié
per EBLV-1.

Taula 12. Seguiment d’individus capturats en diverses ocasions

o Loy |51 ¢ [ os | .

m 2002 45,8 2003

- 2002 0 - 2005

- 2004 0 - 2005

- 2004 106,6 - 2005

m 1996 0 nr 2002
nr

1996 709 2002
nr

- 1997 0 2001
nr

- 1997 29,3 2001
nr

- 1997 783,2 2001
nr

- 1997 0 2004
nr

- 1998 79,5 2003

- 2000 0 - 2002

- 2000 39 - 2002

- 2001 35,5 - 2003

85,8
189,8
52,7
35,5

126,6

48,6

105,3

BEABNENRES

- 2005 0| -

- 2003 444 - 2004 D | -
A

- 2004 0| -

- 2003 387 -




- 2002 84,1 2003 0

- 2002 62,6 = 2003 711 =

- 2002 52,7 = 2003 0 =

- 2002 110,3 - 2003 349 =

- 2002 0 = 2004 85,8 s

- 2002 94,8 + 2004 B5H5) =

- 2002 116,2 = 2004 107 = 2006 169 -
- 2002 81,4 - 2005 0 =

- 2002 44,3 - 2005 0 =

- 2003 106,6 - 2004 0 -

- 2003 106,6 = 2004 355 =

- 2003 46,8 = 2004 0 =

- 2003 87,9 = 2004 107 s

- 2003 38,7 = 2004 149 =

- 2003 84,1 = 2004 155 s

- 2003 281,4 - 2004 154 - 2005 0 -
- 2003 123,5 - 2004 116 - 2006 147 -
- 2003 56,2 - 2005 0 -

- 2003 348,4 = 2005 0 >

- 2004 370 = 2005 0 >

- 2004 355 = 2005 0 s

- 2004 41,9 = 2005 0 s

- 2004 140 = 2005 0 s

- 2004 38,7 - 2005 0 s

- 2004 35,5 = 2005 0 s

- 2004 65 - 2006 107 -

- 2004 107 = 2006 116 =

Cada fila correspon a un individu analitzat diferents vegades, a intervals d’un any o més. Any, correspon
al primer any d‘analisi i Any, Any, Any, corresponen als anys en qué s’han efectuat les seglients recap-
tures, els segtients mostrejos i les analisis. S, Titol d’anticossos en sérum. C, nRT-PCR resultats obtinguts en
els posits. Els posits sanguinis no varen ser analitzats (nr) per nRT-PCR abans de 1999. -: resultats negatius
per nRT-PCR, +: resultats positius per nRT-PCR.




3.4. SUPERVIVENCIA DE
M. MYOTIS

La taxa de supervivencia aparent de la
colonia 1 va ser estimada a partir de
93 M. myotis capturats. La taxa de su-
pervivéncia del millor model estimat
era constant i no mostrava evidencia
de ser dependent ni del sexe ni del
temps (@ = 0,719, IC,,, = 0,407-0,905).
Per estimar la taxa de supervivéncia a
la colonia 2 es varen capturar 799 M.
myotis. El millor model també mos-
trava taxa de superviencia constant
(@ =0,708, IC, = 0,637-0,769) malgrat
haver hagut infeccions de Lyssavirus a la
colonia, tal com ho demostren les vari-
acions temporals de la taxa de serocon-
versio i els resultats de les analisis per
nRT-PCR. Aquests resultats indiquen que
la taxa de mortalitat no ha estat modi-
ficada pels cicles epidémics recurrents i
que la mortalitat induida per la infeccio
d'EBLV-1, o, podia ser considerada des-
preciable en la nostra analisi. Les taxes
de supervivéncies de les colonies 1i2 no
eren significativament diferents.

3.5. DINAMICA TEMPORAL DE LA
INFECCIO D’EBLV-1

El patré de la dinamica temporal de lain-
feccié d'EBLV-1 va ser determinada utilit-
zant un model dinamic (Anderson i May;,
1991), la taxa de mortalitat (u = 0,281,
IC,,,, = 0,095-0,593) i els parametres epi-
demiologics calculats durant I'estudi (R,
= 1,706, taxa de reconversio, v = 0,719,
IC,,,, = 0,407-0,905). L'estimacié de la du-
rada de la infeccié era de D = 5,077 dies
(Cl..,, = 4,033 -8,968).

95%

El model mostra que després de la
introduccié inicial d’EBLV-1 en una
colonia de ratapinyades susceptibles,
la seroprevalenca tendeix a oscil-lar
seguint periodes i amplituds que dis-
minueixen any rera any fins assolir la
situacié d’equilibri. Els resultats ob-
tinguts a la colonia 1 indiquen que
aquesta es troba en la fase final del
model, i, per tant, és propera a la si-
tuacié d’equilibri. Aixd no obstant,
les oscil-lacions observades en el
nombre de ratapinyades seropositi-
ves indiquen que la colonia 2 esta en
la fase inicial del model (figures 10 i
11). Aquestes analisis mostren que hi
ha bona aproximacié entre els valors
predits i els observats (Amengual et
al., 2007a; Amengual et al., 2008).

3.6. ALTRES ESPECIES INFECTADES
PER EBLV-1

La taula 13 mostra els resultats se-
roldgics obtinguts a altres espécies,
cadascuna d’aquestes representa
una familia de ratapinyades (Rinolo-
fids, Minioptérids i Molossids). S’han
detectat ratapinyades seropositives
a set localitats diferents de les Illes
Balears. Es la primera vegada que
s'observa la preséencia d’'anticossos
neutralitzants especifics antiEBLV-1
a M. myotis, R. ferrumequinum, M.
schreibersii i T. teniotis (Serra-Cobo
et al., 2002). Durant l'estudi es de-
tecta presencia d’ARN d’EBLV-1 al
cervell d'un Myotis nattereri, un M.
schreibersii i dos R. ferrumequinum,
un dels quals també va ser posi-
tiu al cor, la llengua i els pulmons.




Finalment, en un R. ferrumequinum
en qué l'analisi del cervell va ser ne-
gativa, es detecta ARN d'EBLV-1 a la
faringe-esofag i als pulmons. El treball

200

150

100

50

ha aportat la primera deteccié6 d’ARN
d’EBLV-1 per nRT-PCR en les especies
R. ferrumequinum, M. schreibersii i M.
escalerai (Serra-Cobo et al., 2002).

any

Figura 11. Patré temporal de la variacié del nombre de ratapinyades susceptibles X(t) a colonies de M.
myotis, obtingut a partir del model d’Anderson i May (1991), utilitzant R = 1,706.
0

Taula 13. Altres especies de ratapinyades en les quals

s’han detectat individus seropositius

Rhinolophus ferrumequinum

Miniopterus schreibersii

Tadarida teniotis

A, nombre de ratapinyades seropositives. B, nombre de sérums de ratapinyades analitzats.

3.7. MOVIMENTS ESTACIONALS

S'han estudiat els moviments estacio-
nals de quatre especies de ratapinya-
des: R. ferrumequinum, M. myotis,
Myotis capaccinii i M. schreibersii. La
taula 14 mostra el nombre d’individus
anellats, recapturats i analitzats a les
colonies 1i2. Malgrat ser relativament

L emece | ae | mem

2/36 34-515
6/112 31-8.505
2/12 42 - 444

elevada (26,32%) la taxa de recaptura
de M. myotis i estar situades les dues
coves a 35 Km de distancia, sols tres
de les ratapinyades anellades a Lluc-
major s’han desplacat a Inca durant el
periode d'estudi. No s’ha comprovat
que cap M. myotis anellat a Inca s’hagi
desplacat vers Llucmajor (Amengual et
al., 2007a).
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Figura 12. Moviments estacionals de ratapinyades de colonies mallorquines. Els punts negres indiquen
refugis on s'allotja M. schreibersii, M. capaccinii i M. myotis. Els punts buids indiquen la preséncia de R.
ferrumequinum. A. Moviments estacionals de M. schreibersii. B. Moviments estacionals de M. myotis
(color blanc) i M. capaccinii (color negre) (Serra-Cobo et al. 20073, b).
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Figura 13. Moviments estacionals de ratapinyades de coldnies menorquines. A. Moviments estacionals
de M. schreibersii. Els punts buids sén refugis on també s’hi allotja M. capaccinii. B. Moviments estacio-
nals de R. ferrumequinum (Serra-Cobo et al. 20073, b).




Les figures 12 i 13 il-lustren els mo- també ha permés comprovar per pri-

viments comprovats. Sé6n els primers mera vegada el desplacament entre
desplacaments estacionals de rata- les illes de Mallorca i Menorca de les
pinyades verificats a les llles Balears especies M. schreibersii i M. capaccinii

(Serra-Cobo et al., 2007a i b). L'estudi (Amengual et al., 2007b).

Taula 14. Nombre de M. myotis recapturats i analitzats a les
colonies 1i 2, 1996-2006

Nre. de ratapinyades anellades a la colonia 1i 2 1.260
Nre. de ratapinyades anellades i recapturades a la mateixa colonia 352
Nre. de ratapinyades anellades que s’han desplacat entre les colonies 1 i 2 3

Nre. de ratapinyades anellades i analitzades®

Una vegada 406
Dues vegades 72
Tres vegades 12
Quatre vegades 3
Nre. de ratapinyades analitzades i no anellades 45

91 es successives analisis realitzades en els mateixos individus varen ser efectuades en intervals de > 1 any.




4. DISCUSSIO

El treball ha dedicat gran esfor¢aiden-
tificar la dinamica temporal d'EBLV-1
a colonies de Myotis myotis, pero per
conseguir-ho el projecte requeria una
aproximacié multidisciplinaria. Per
aquest motiu, es va recorrer a realitzar
analisis microbioldgiques, genétiques,
ecologiques, epidemiologiques, bioin-
formatiques i matematiques.

L'estructura espacial de les pobla-
cions de ratapinyades és variable i
pot influir en la dinamica de la in-
feccié. Algunes especies gregaries
tenen una estructura poblacional en
metapoblacié que consisteix en una
reparticié discreta en subpoblacions
i interaccions estacionals (Calisher
et al., 2006). Les dades de marcatge
- captura - recaptura de Myotis myo-
tis mostren que l'intercanvi entre les
colonies estudiades és limitat i, per
tant, poden ser considerades com
a subpoblacions de pocs centenars
d’individus espaialment discretes. La
distribucio discreta de les espécies
que poblen més d'unailla, per exem-
ple Rhinolophus
Miniopterus schreibersii, Myotis ca-
paccinii i Myotis escalerai, és encara
més evident (Serra-Cobo et al., 2007a
i b). Per mantenir la circulacié virica
a través del temps en aquestes sub-
poblacions, la relacié entre virus i
hostes probablement segueix certs
compromisos en termes de taxa de
mortalitat, desenvolupament de la
immunitat i nombre de ratapinyades
susceptibles.

ferrumequinum,

Les significatives fluctuacions en el
percentatge de ratapinyades seropo-
sitives observades a la colonia 2 sén
indicatives d'haver-hi hagut diferents
episodis d’infeccions per EBLV-1 a la
colonia 2 durant el periode d’estudi.
Aix0 no obstant, els esmentats episo-
dis d'infeccié no han modificat signi-
ficativament la taxa de supervivéncia
de la colonia de M. myotis. Cap de les
ratapinyades capturades (incloses to-
tes les seropositives i ARN positives)
presentava conducta andmala que
pogués ser relacionada amb rabia. A
més, 19 ratapinyades varen sobreviure
després d'un any d’haver caracteritzat
anticossos neutralitzants antiEBLV-1
en el seu serum. Aquestes dades pro-
porcionen la primera evidéncia que
la mortalitat de les colonies salvatges
de M. myotis no augmenta significa-
tivament després de produir-se episo-
dis d'infeccié per EBLV-1. Aixi doncs,
I'avaluacié del risc de transmissié de
Lyssavirus als humans no pot ser de-
terminada en base a observacions de
mortalitat anormal en les colonies de
ratapinyades. Cal tenir en compte que
la manca de simptomatologia rabica
en les ratapinyades infectades pot con-
duir a minimitzar I'avaluacié del risc
que comporta manipular quiropters.
Les dades del present treball contras-
ten amb les observacions realitzades
en condicions naturals en carnivors no
voladors salvatges (Coyne et al., 1989;
Harris i White, 2004) i en altres espeé-
cies de ratapinyades (Van der Poel et
al., 2005; Bourhy et al., 1992) en les
quals si que s'ha observat alteracio de
la conducta.




Les infeccions rabiques en animals no
voladors és el paradigma per estudiar
malalties cicliques en animals salvat-
ges (Coyne et al., 1989; Bacon, 1985;
Grenfell, 2002). En el present estudi
establim que la infeccié per EBLV-1
segueix la mateixa tendéncia ciclica.
El model epidemiologic utilitzat (An-
derson i May, 1991) es basa en infec-
cions humanes i, per tant, s’ha emprat
com a una aproximacio. No obstant, el
model emprat explica el patré de la in-
feccié per Lyssavirus que s’ha observat
a les colonies de M. myotis. Les dades
observades i esperades (donades pel
model) referents a les variacions en el
percentatge de M. myotis seropositius
sén concordants. La infeccié per Lyssa-
virus a M. myotis es caracteritza per
un elevat grau d'immunitat a les ra-
tapinyades després de la circulacié de
virus (pot arribar a ser del 60 % dels
individus de la colonia). L'esmentat
elevat tant per cent de ratapinyades
seropositives després de la infeccio és
indicativa que la transmissio virica en-
tre individus és eficient i la circulacié
virica dins la colonia és rapida. Aques-
tes troballes no sén sorprenents en
una espécie de ratapinyada gregaria
com és M. myotis. La colonia s'agrupa
en menys d'un metre quadrat del refu-
gi, caracteristica que produeix una ele-
vada taxa de contactes entre individus
(Serra-Cobo et al., 2007a i b).

Després de la introduccié inicial
d’EBLV-1 en una colonia de ratapinya-
des susceptibles, la seroprevalenca
tendeix a oscil-lar (com s’ha observat
en la colonia 2) i I'amplitud de Ioscil --

lacié disminueix gradualment fins
assolir I'equilibri, com s’observa en
la colonia 1. Les fluctuacions en sero-
prevalenca sén caracteristiques d’'in-
feccions que indueixen immunitat de
Ilarga durada (Anderson i May, 1991;
Cox, 1993). Les ratapinyades generen
rapidament anticossos davant de la
infeccié i desenvolupen un grau de
protecci6 immunologica enfront de
futures infeccions. Les dades de re-
captures i el seguiment serologic in-
dividual mostra que aquesta immuni-
tat pot persistir durant més d’'un any.
L'interval entre ones depén de la taxa
d’'entrada de ratapinyades suscepti-
bles a la colonia com a conseqUéncia
de naixements, immigracié i pérdua
d'immunitat especifica antiEBLV-1 en
animals que havien estat previament
infectats. Quan la colonia de ratapi-
nyades assoleix una fraccié d'indivi-
dus susceptibles suficient, el virus es
propaga si arriben de nou a la colonia
individus infectats.

Un cop determinat que el model cor-
robora les caracteristiques de la di-
namica de la infeccié per EBLV-1 a
M. myotis, aquest s'ha utilitzat com a
base per a 'estudi de la dispersio local
de la infeccié. El treball aporta la pri-
mera estimacié de la taxa basica de re-
produccié de Lyssavirus en una colonia
de ratapinyades insectivores. El valor
obtingut (R, = 1,706) és menor del que
presenten la majoria de les malalties
infeccioses humanes (Anderson i May,
1991). La prediccié de la durada del
periode infeccids també és la primera
vegada que s'obté.




En resum, el present estudi demostra
infeccions cicliques d'EBLV-1 a subpo-
blacions espacialment discretes de M.
myotis a les llles Balears amb oscil-
lacions periddiques en el nombre de
ratapinyades susceptibles, immunes i
infectades i sense que es produeixi cap
increment significatiu de mortalitat
associada. La immunitat persisteix en
algunes ratapinyades més d’un any. El
model temporal dinamic prediu una
baixa taxa de reproduccié del virus i
un curt periode d'infecciositat. Aques-
tes observacions poden ser atribuides
a un llarg establiment de la infeccié
en aquesta especie i a un procés de
coevolucié entre virus i hoste, tal com
indica la baixa taxa de creixement vi-
ral a la colonia de ratapinyades. Els
resultats obtinguts sén especialment
importants per desenvolupar mesures
per protegir els humans del risc d'in-
feccid per Lyssavirus de ratapinyades.
Es confirma el potencial risc de trans-
missié rabica als humans, si bé aquest
és relativament baix a M. myotis a cau-
sa del curt periode d’infecciositat.

S'’ha detectat infeccié a quatre espe-
cies de ratapinyades de les llles Bale-
ars, representant totes les families de
quiropters que viuen a Europa (Ves-
pertilionids, Rinolofids, Minioptérids
i Molossids). Tenint en compte aquest
resultat i altres inédits encara no pu-
blicats, es pot dir que totes les especi-
es de ratapinyades sén potencialment
reservoris de virus rabic.

L'estudi dels desplacaments estacio-
nals té suma importancia en |'analisi

de la dinamica espacial de la infeccié
i, en conseqléncia, en I'analisi epide-
miologica d’aquesta zoonosi. S'han
comprovat dos tipus de desplaga-
ments: els curts, de pocs quilometres
de recorregut i que poden dispersar
els virus entre colonies properes,
i els desplacaments
més llargs (Serra-Cobo et al., 1998,
2000b). Aquests darrers, els realitzen
espécies migradores regionals que
poden dispersar els virus entre colo-
nies més allunyades, per exemple les
situades a illes diferents. Els despla-
¢aments de R. ferrumequinum i M.
myotis son relativament curts i con-
tribueixen a la dispersio local dels
virus (Amengual, 2005). Al contrari,
M. schreibersii i M. capaccinii poden
contribuir a la dispersié virica a més
Ilarga distancia. La importancia de M.
schreibersii en la dispersié de Lyssavi-
rus pot transcendir més enlla de les

relativament

Illes Balears. M. schreibersii és rela-
tivament abundant a les dues ribes
de la Mediterrania i forma colonies
mixtes en les quals sovint esta direc-
tament en contacte amb especies de
Myotis. Aixi doncs, M. schreibersii
podria ser un dels vectors d’'EBLV-1 al
sud d'Europa i nord d'Africa (Serra-
Cobo et al., 1998, 2002).

Els resultats del present estudi tenen
importants implicacions en la gestio
de les colonies de ratapinyades i en la
salut publica. Malgrat que el periode
d'infecciositat sigui curt (uns cinc dies)
s'ha de reduir i controlar la possibili-
tat que les persones tenguin contacte
amb les colonies infectades. Per aquest




motiu, la Conselleria de Medi Ambi-
ent del Govern de les llles Balears ha
controlat i restringit I'accés a les dues
coves estudiades. Queda per realitzar
una important tasca de divulgacid
sobre la zoonosi rabica en quirdpters
que permeti donar a coneixer les me-
sures preventives i les de postexposicid
que s’han de prendre.

El treball efectuat a les llles Balears
ha estat reconegut per I'Organitzacié
Mundial de la Salut en el seu Rabies
Bulletin Europe i esta servint de model
en estudis realitzats a altres paisos, com
per exemple: Marroc, Egipte, Tunisia,
Algéria, Bélgica, Italia, Cambodja, etc.
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