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RESUMEN

La rabia es una encefalomielitis viral aguda fatal en los mamiferos, causada por
un virus neurotropo, transmitida a menudo a través de la mordedura de un animal rabioso.
Se distinguen dos ciclos de rabia, el urbano y de vida silvestre (terrestre y aéreo).

En Latinoamérica los casos de rabia relacionados con murciélagos hematéfagos
(Desmodus rotundus) han sido documentados desde 1930. Sin embargo, se conoce poco
acerca de la relacion epidemioldgica de la rabia en murciélagos hematéfagos y otras
especies de murciélagos.

En este trabajo se documenta el analisis del monitoreo de murciélagos en 8
municipios de la region de la Huasteca Potosina y 1 municipio del estado de Sinaloa, en
donde se obtuvieron un total de 255 muestras de cerebro de murciélagos. De las cuales
222 fueron del Estados de San Luis Potosi, 113 hematéfagos y 109 no hemato6fagos. Del
municipio en Sinaloa fuero 33 muestras de murciélagos no hematéfagos.

Los resultados por inmunofluorescencia demostraron que el 4% de las muestras
fueron positivas a rabia, 1.8% murciélagos hematéfagos (dos) y 5.7% no hematéfagos
(ocho) y una prevalencia de 0.028 y 0.057 respectivamente, es decir, los murciélagos no
hemat6fagos presentaron una prevalencia tres veces mayor que los hematofagos.

Las 10 muestras positivas pertenecen a 6 especies de las 12 capturadas. De las
cuales 2 corresponden a murciélagos hematofagos de la especie Desmodus rotundus, 2
a murciélagos insectivoros (Natalus sp y Pteronotus davyi), 2 a frugivoros (Artibeus sp y
Enchistenes sp) y 1 a polinivoro (Leptonyscteris).

La especie Leptonycteris davyi es la primera vez que se reporta como positivo a
virus de rabia en México

Se realiz6 la prueba de IFD en cultivo de células. Se estandarizé la prueba de RT-
PCR para la deteccion de un fragmento de 760pb del gen N del virus de la rabia. Se
disefiaron iniciadores para la deteccion de un fragmento de 727pb y otro para un
fragmento de 285pb (para la realizacion de un PCR anidado) del exodominio de la
proteina G. En la muestra de la especie Leptonycteris davyi se detectd el gen N y el gen
G.



ABSTRACT

Rabies, a viral neurological disease normally transmitted via the bite of a rabid
animal. Two cycles of rabies are distinguished, the urban and of wildlife (terrestrial
and air). In Latin America, rabies cases related to vampire bats (Desmodus
rotundus) have been reported since 1930. However, little is known about
epidemiological relationships of rabies between vampire bat and another species
of them.

In this study, we reported the analysis of bats monitoring in 8 regions of the
Huasteca Potosina and 1 region of Sinaloa state, where we obtained 255 bats
brain samples, 222 San Luis Potosi region samples, 113 vampire bats and 109
non-haematophagous bats. 33 non-haematophagous samples bats to Sinaloa
region.

The immunefluorescence analysis showed 4% rabies positive samples, 1.8% (two)
vampire bats and 5.7% (eigth) non-haematophagous bats and a prevalence of
0.028 and 0.057 respectively, which the vampire bats was highly prevalence , three
greater times; 2 vampire bats (Desmodus rotundus), 2 insectivorous bats (Natalus
sp y Pteronotus davyi), 2 frugivorous bats (Artibeus sp y Enchistenes sp) and a
polinivorous bat (Leptonyscteris). In this reported, the first rabies virus were
isolated from Leptonycteris davyi in Mexico.

Direct Fluorescent antibody test (DFA) in a cell culture was standardized. A
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was standardized to
amplify a portion of the N and G gen of rabies virus in bats, as well as, nested-PCR
to amplify a portion of 285bp to cytoplasmatic domain of the G gen.

Cerro Cabezon locality in Guasave municipality, we identified a polinivorous bat
(Leptonycteris davyi) positive to DFA and RT-PCR of the N gen.

VI



[. INTRODUCCION

A) HISTORIA DE LA RABIA

La rabia es considerada una enfermedad de las mas antiguas, quizas tan
vieja como humanidad misma. Tres mil afios antes de Jesucristo se encuentra
ya el origen de la palabra “rabia” en la lengua sanscrita, donde “Rabhas”
significa agredir. La primera descripcion se remonta al siglo XXIll antes de
Jesucristo, y desde la antigliedad existia ya una relacion entre la rabia en
humanos y la rabia transmitida por las mordeduras de los animales, con

especial atencion a la transmitida por perros.

Demdcrito, fildsofo griego, describié a la rabia como una enfermedad terrible
gue se presentaba en perros y otros animales domeésticos. Hacia el afio 550
A.C., Aristételes habla en sus escritos de la rabia y de la forma de como se

transmite (por la mordedura de animales rabiosos).

La primera descripcion de la enfermedad se remonta al siglo XXIII antes de
Jesucristo, en el Cbédigo Eshuma en Babilonia. Desde la antigiiedad ya se
habia establecido la relacion entre la rabia humana y la rabia debida a
mordeduras de los animales (especialmente perros). En las civilizaciones como
la egipcia, que se desarrollaron en las margenes del Rio Nilo, la rabia, "castigo
de los dioses", ocasioné innumerables muertes. También en Asia Oriental y en
las poblaciones que se asentaron en las orillas del Rio Indo; en lItalia la rabia se

presento frecuentemente, lo que declinaba a la poblaciéon de muchas aldeas.

La lucha contra esta enfermedad presenta muchos siglos de antigliedad, a
lo largo de los cuales han sido numerosos los métodos empleados para

combatirla (Steele y Fernandez, 1991).



En el continente americano, el problema comenzé cuando los
conquistadores espafioles e ingleses pisaron las costas del nuevo mundo, pues

ellos trajeron animales infectados, particularmente perros.

Sin embargo, datos histéricos sefalan que la rabia en América ya existia y que
los vampiros, cuya presencia se detect6 en zonas del nuevo continente, eran la
causa de transmision del mal a los humanos, segun relatos de las cronicas de

los conquistadores, en 1514 y 1527, principalmente en tierras mexicanas.

Es conocido que el 7 de julio de 1885, se presentd a las puertas del
laboratorio de Luis Pasteur el pequefio de nueve afios Joseph Meister, que un
dia anterior habia sido mordido en manos, piernas y muslos por un perro
rabioso. Desde 1880 era publico y notorio que Pasteur estaba en la basqueda
de una vacuna antirrabica, pero hasta entonces todos los experimentos se
habian realizado en animales. La naturaleza de las heridas y la conviccion de
que el pequefio Meister acabaria contrayendo la rabia precipitaron la
experimentacion de la vacuna en humanos. Durante nueve dias se inocularon
cantidades crecientes de virus. Pasteur se enfrent6 a diferentes problemas. En
las investigaciones realizadas por Pasteur con el virus de la rabia, mediante
pases seriados de éste a cerebros de animales, se conocié el periodo de
incubacion del mismo, perdiendo la capacidad de fijacion al aplicarle
subcutdneamente dicho virus vacunal, lo que en la actualidad ha seguido

siendo la cepa madre de todas las vacunas antirrabicas.

En 1903, Aldeshchi Negri describi6 cuerpos de inclusion con
caracteristicas de tincion especificas en el citoplasma de las neuronas de
perros, gatos y conejos infectados experimentalmente con el virus de la rabia.
Los hallazgos de Negri fueron la base para el desarrollo de la técnica de

diagndstico para este virus.



B) DEFINICION DE LA ENFERMEDAD

El término “rabia” deriva del latin “rabies”, que significa furia y
practicamente en todas las lenguas antiguas, como el hebreo pero algunos
autores refieren que la palabra rabia tiene su origen del término griego "lyssa"
que viene de la raiz "lud" que significa "violento", también existen términos
equivalentes que describen el comportamiento agresivo en animales y
personas. Se trata de una enfermedad infecciosa, transmisible, de curso agudo
y mortal, Unico por su capacidad para afectar a todos los mamiferos y con una
letalidad de 100%.

C) DISEMINACION DEL VIRUS TRAVES DEL ORGANISMO

La enfermedad se inicia a partir del momento en el que el vector del
virus rabico inocula por mordida al hospedero susceptible y los mecanismos de
defensa inespecificos no son capaces de neutralizar y anular al virus,
continuando de esta manera su evolucién hasta producir la muerte. Una vez
infectado el tejido subyacente el primer paso es la introduccion del virus a
través de la piel o mucosas, el virus rabico sufre una primera replicaciéon en el
sitio de la herida (periodo de eclipse, en la cual el virus no es faciimente
detectable) en especifico en muasculo estriado durante las primeras horas y
después de semanas 0 meses avanza por los nervios periféricos (que inerva
los masculos), la infeccion se da a nivel de la union del nervio con el musculo o
el nervio con el tenddn y de ahi se disemina al Sistema Nervioso Central (SNC)
( Steele et al. 1991). Al llegar al SNC, después de que los signos clinicos se
desarrollan y las neuronas estan infectadas, el virus se dispersa a través de los
nervios periféricos a los demas o6rganos. La mayor concentracién viral se
localiza principalmente en el tejido nervioso, glandulas salivales, liquido
cefalorraquideo, pero también el virus se puede detectar en 6rganos como
rinon, pulmoén, higado, musculo esquelético, corazon, lengua, etc. (Fenner et
al., 1987).



D) SIGNOS Y SINTOMAS

Los signos y sintomas mas frecuentes durante el desarrollo en el proceso de la

rabia son:

Fase prodrémica (inicio de la sintomatologia) suele durar de uno a
cuatro dias presentando fiebre, cefalea, malestar, mialgias o dolor
muscular, cansancio creciente, anorexia o falta de apetito, nduseas,
vomitos, dolor faringeo, tos, parestesias o calambres es el sintoma mas
indicativo de rabia, fasciculaciones o0 contracciones de grupos
musculares.

Fase encefalitica se presenta actividad motora excesiva, excitacion,
agitacion, confusion, alucinaciones, agresividad, delirio, espasmos
musculares, meningismo, convulsiones, paralisis focales. A medida que
empeora el cuadro, los periodos de lucidez disminuyen. Es muy
frecuente los calambres exagerados, gran sensibilidad a la luz y ruidos,
e incluso a las corrientes de aire, asi mismo en la exploracion fisica
podemos hallar fiebre (superior a 40° C), pupilas irregulares y dilatadas,
lagrimeo y salivacion excesiva (CDC,2000)

La muerte se presenta entre el segundo y cuarto dia después de que el
virus afect6 la regién del cuello y la cabeza y la pardlisis se generaliza
en todo el cuerpo. Si la muerte no se puede presentar en algun ataque
convulsivo, se presente la etapa paralitica, durante esta etapa progresa
la incoordinacion muscular y la pardlisis generalizada aunque
particularmente ocurre en los musculos intercostales, por lo que se da el

comay el deceso.



E) MECANISMOS DE TRANSMISION

El mecanismo de transmision “universalmente aceptado” y con mucho el
mas frecuente es la inoculacion del virus rabico a través de la mordedura de un
animal infectado. En perros la excrecion del virus en la saliva ocurre
frecuentemente desde varios dias antes del comienzo de la enfermedad clinica,
pero como los signos prodromicos son tan dificiles de apreciar, pueden pasar
desapercibidos algunos dias entre el aislamiento del virus en las muestras y la
aparicion de los signos clasicos francos de la enfermedad.

Se ha aislado virus de muestras de saliva desde cinco dias antes de la
aparicion de signos clinicos en las mofetas, tres dias en los perros y un dia en
gatos (Baer, 1991).

Para que se dé una transmision efectiva del virus rabico se debe
presentar el contacto directo entre el virus intacto y el huésped susceptible,
ademas de que el virus debe alcanzar las terminales nerviosas del huésped y
penetrar el axon. Por lo tanto el virus debe penetrar la piel y ponerse en
contacto con el tejido subcutaneo o terminaciones nerviosas o0 bien ser
depositado en membranas mucosas permeables, las cuales estan altamente
inervadas. Un contacto eficiente para que ocurra la transmision se da
solamente cuando el huésped es mordido por el animal rabioso, un animal en
periodo de incubacion, o depositado en una mucosa o en piel con abrasiones,
(Mattos et al., 2001). Una herida por mordedura puede ser de riesgo aun
cuando el animal agresor no esté manifestando sintomas de rabia en el
momento de la mordedura. Su saliva puede contener el virus varios dias antes
del inicio de los sintomas apreciable. El periodo maximo observado entre la
aparicion del virus en saliva y el inicio de los sintomas de la rabia es de 14 dias
en perros. Esta es la razon por la cual el animal, se debe de dejar 10 dias de
observacion antes de sacrificarlo.

La transmision de la enfermedad entre humanos es excepcional, sin
embargo se han observado varios casos posteriores a injertos o trasplantes de
cornea procedentes de individuos infectados (CDC, afio2004).

La transmision por inhalacion se considera como inusual y en la practica

se acepta que puede ocurrir en los laboratorios o en cuevas habitadas por



murciélagos. Asi también se tiene considerada la transmision por contacto con
cadaveres de animales rabiosos en el momento de realizar necropsias sin los

cuidados necesarios (King, 1998).

F) CICLOS EPIDEMIOLOGICOS

1. Ciclo Urbano
En el ciclo urbano el perro es el principal huésped. Este ciclo es comun
en regiones pobres como Africa, Asia y Latinoamérica en donde existe la
problemética de poblaciones de perro de la calle que no estan vacunados
(Meltzer y Rupprecht, 1998).

2. Ciclo Silvestre

El ciclo silvestre se dice que se presenta predominantemente en Europa
y América del norte, aunque también se dan casos simultaneos con el ciclo
urbano en muchas partes del mundo. La epidemiologia de este ciclo es
compleja ya que existen factores que incluyen las diferentes variantes del virus,
especies tanto transmisoras como huéspedes, ecologia y factores ambientales.
En un ecosistema, solo una u ocasionalmente tres especies silvestres son
responsables de perpetuar la rabia (Arellano-Sota, 1998). El patrén de la
enfermedad en la fauna silvestre es relativamente estable u ocurre casi sin
movimiento endémico. Algunos ejemplos epidémicos incluyen el caso de los
zorros en el cual se ha observado un ligero movimiento hacia el oeste de
Europa, o también el caso de los mapaches que se mueven al norte por la
costa este de E.U. (CDC 2006).

3. Ciclo Silvestre: Rabia transmitida por murciélagos

El aislamiento del virus de la rabia en murciélagos se ha dado en
diversos paises del mundo. En Latinoamérica se han identificado unas 300
especies de quiropteros de un total de aproximado de 1000 especies
reconocidas en el mundo. Estas 300 especies pertenecen a 17 familias del sub-
orden microquiréptera (Taddei, 2001). Dadas las caracteristicas ecolégicas y
sociales de las areas tropicales y subtropicales de Latinoameérica, la rabia
transmitida por murciélagos hematofagos (vampiros) adquiere una particular

gravedad para la salud publica.



En México y en el resto de Latinoamérica el principal murciélago
hematofago es el Desmodus rotundus, éste transmite la rabia paralitica bovina
(Jiménez, 2003).. Otra especie hematofago presentes en nuestro pais es
Diphyla ecaudata que no habia sido considerado importante en el

mantenimiento del ciclo silvestre del virus de la rabia (Brass, 1994).

En ecosistemas de alta densidad ganadera los vampiros se alimentan
exclusivamente de ganado y atacan a las personas solo esporadicamente. Por
el contrario en los sistemas de baja densidad ganadera las poblaciones de
vampiros son mas pequefias, se alimentan de varias especies animales y
atacan a los humanos mas frecuentemente (Delpietro y Russo, 2001). Smith y
Baer propusieron que el paso de la enfermedad puede darse de los
murciélagos a algunos de los mamiferos terrestres mas frecuentemente de lo
que se pensaba, aunque esto no significa que el virus de murciélago cause el

ciclo de la enfermedad en animales terrestres (Gardner y King, 1991).

En general, se ha encontrado que la frecuencia de agresiones de los
vampiros al hombre se ve influenciada por ciertas intervenciones, las mas
comunes son el retiro de animales de una zona densamente poblada; el inicio
de las actividades de desmonte y la exploracion de minas (Schneider et al.,
1996; Schneider et al,. 2001).

Los casos de brotes de rabia en humanos transmitida por vampiros ha
presentado una tendencia ciclica y recurrente destacadndose un incremento
inusual en 2004 en que se presentaron brotes en Brasil, Colombia, Peru y

Venezuela sin aparente asociacion causal entre si (OPS, 2004).

Ademas, la rabia transmitida por murciélagos no hematdfagos es un
problema que afecta también a poblaciones urbanas y de areas desarrolladas
econdmicamente. El primer caso notificado en USA fue en el Estado de
Florida, en 1953, en donde un murciélago insectivoro de la especie Lassiurus

intermedius fue el transmisor, en este pais la rabia en murciélagos insectivoros



representa el 15% de los casos. En 1991 se identific en México el virus de la

rabia en un murciélago no hematofago del género Artibeus sp. (Baer, 1991).

Asi se ha encontrado mediante inmunufluorescencia el virus rabico en
diversas especies de murciélagos ,tales como Mineopterus schreibersi,
Taphozous melanopogan, Philetor brachypteus, Scotophilus kuhli, Pteropus

hypomelanus, y Rousettus amplexicaudatus (Arai_et al., 2003).

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en Latinoamérica
informd 18 casos de rabia en humanos durante el 2006, de los cuales uno de
ellos se debié a la transmision por un murciélago hematéfago, mientras que

hubo 1114 casos reportados de rabia canina (Thiravat et al. 2003)

Es importante resaltar que en la pagina web de la OPS no se incluye un
reporte de casos de rabia en animales de vida silvestre. Lo cual confirma el
hecho de que no existe un programa de vigilancia epidemiolégica en estos
animales aunque funcionan como reservorios del virus de la rabia y que en
algun momento pudiera transmitir la rabia a animales domésticos o al humano,
como fue el caso en Brasil, en donde se documentd un caso un caso humano

de rabia transmitida por un murciélago hematéfago.

El riesgo se debe a la transmision directa del murciélago al hombre o
del murciélago a otras especies domésticas que pueden actuar como
transmisores incidentales. Dicho riesgo no obedece a patrones epidemiolégicos
definidos y, en varios casos registrados, la agresion ha pasado desapercibida
por el paciente, llegandose al diagndstico pos-mortem de rabia producida por
murciélago. En estos casos, la atencibn médica no es posible lo que implica
una dificultad particular adicional destacandose la importancia de la vigilancia
(Hanlon y Rupprecht, 1998).


http://pathport.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/Rabies_virus_2.html#Arai2003

Hay evidencias que sugieren que todas las variantes del virus de la rabia
que afectan a carnivoros terrestres se originaron de la transmision cruzada
entre especies de las variantes asociadas a murciélagos (Badrane, 2001). Un
modelo molecular cronoldgico basado en la divergencia genética de las
variantes del virus de la rabia en los murciélagos de diversas especies, sugiere
que en Norteamérica los virus asociados a murciélagos estan relacionados a
un ancestro comdn que se remonta a 1651 a 1660 D.C. Las variantes del
virus de la rabia en murciélagos encontradas en Latinoamérica, en las especies
Desmodus rotundus y del género Tadarida, esta muy cercanas a un ancestro
comun. La adaptacion de las variantes del virus de la rabia ocurri6 mas
rapidamente en murciélagos de los géneros que forman coloniaspor ejemplo
los géneros Eptesicus y Myotis) que en los géneros mas “solitarios” del (género

Lasionycteris, Pipistrellus, y Lasiuris) (Hughes, 2005).

Analisis filogenéticos sugieren que la rabia en Desmodus rotundus y en
Tadarida brisiliensis de Sudamérica parecen tener un ancestro comun el cual
dio lugar al virus que ahora esta circulando en los murciélagos hematofagos a
través de Latinoamérica y en la especie Tadarida brasiliensis en Sudamérica
(Velasco-Villa, 2006).

G) EPIDEMIOLOGIA

La rabia es una zoonosis de distribucion mundial, con excepcién de la
mayor parte de Oceania, en la que el ser humano es afectado en forma
accidental y que ha llegado a ser un problema serio de salud publica en
algunos paises. Las infecciones y muertes humanas han sido consecuencias
desafortunadas del proceso biolégico del virus y del papel que juega el ser
humano. En el hombre es mortal a corto plazo pues solamente sobreviven
quienes reciben profilaxis antirrabica adecuada y desde una perspectiva de
salud publica se estima que entre 45,000 y 60,000 personas mueren de rabia
cada afio en el mundo (Schneider et al, 2005).



Desde el punto de vista epidemiolégico hay dos formas de presentacion de
rabia: la urbana que se propaga sobre todo entre los perros, y la silvestre que
se asienta en diferentes especies vectores de la enfermedad dependiendo de
la zona geografica involucrada. De esta manera, por ejemplo, encontramos a
los zorros rojos como Unicos vectores en Europa Occidental; a los zorros
plateados, zorrillos, mapaches y coyotes en Ameérica del Norte; las mangostas
en algunas islas del Caribe; los chacales en Africa del Norte, etc. (Ramirez,
1987).

En los paises industrializados la rabia de tipo urbano transmitida al humano
por perros esta practicamente eliminada, predominando la rabia de tipo
silvestre (Vargas, 1996). Por otro lado, en las regiones tropicales de
Latinoamerica el vector silvestre es el murciélago hematéfago que plantea
problemas importantes. Los vampiros mueren a consecuencia de la rabia
aunqgue la pueden transmitir por periodos largos de tiempo sin que se observen
manifestaciones clinicas (Ramirez, 1987). Estos quirépteros se alimentan
exclusivamente de sangre y principalmente se encuentran en las regiones
tropicales donde hay cria de ganado vacuno, en quienes encuentran su
alimento con facilidad, causando graves pérdidas econdmicas (Flores, 1990).

En México las poblaciones de este murciélago se presentan a lo largo de la
Costa Occidental desde Sonora hasta Chiapas y en la Oriental desde el Sur de

Tamaulipas hasta Quintana Roo (Martinez-Burnes et al., 1997).

La rabia canina es importante aln en muchos paises en vias de desarrollo
del mundo, donde los perros infectados representan la mayoria de los casos
humanos que ocurren cada afio (Fenner et al., 1987). La diseminacion natural
de la rabia canina depende en gran medida de la tradicion en la relacion
hombre-perro. Se sabe que el perro se convierte facilmente en vagabundo
debido a factores socioecondmicos y a la irresponsabilidad de sus duefios. Los
perros callejeros juegan un papel muy importante en la propagacion de la
enfermedad ya que encuentran condiciones ideales en las areas urbanas,

principalmente las marginales, debido a que su estructura y densidad se ve
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favorecida por el correlativo incremento de los asentamientos humanos
(Wandeler, et al 1988; World Health Organization, 1984).

La mayoria de los casos de rabia humana en los Estados Unidos son
causados por variantes del virus asociados a murciélagos, en promedio de 1 6
2 casos por afo en las ultimas 2 décadas indica la rareza de estos
acontecimientos (Messenger, 2003). En los Estados Unidos, la mayoria de las
victimas de la rabia no recuerdan haber sido mordidos por un murciélago, lo
que puede ser debido al tamafio pequeiio del animal o a las circunstancias
inusuales que conducen a la mordedura (Rupprecht, 2004).

Como sucede en otros paises en varias regiones de la Republica Mexicana
es dificil saber si un bovino o un ser humano ha sido contagiado por un perro o
por un murciélago hematofago, pues estas regiones son compartidas por
perros y vampiros con rabia y en ocasiones, también por otros vectores como
los mapaches, zorrillos y coyotes. Las estrategias del control de la enfermedad

en esas regiones dependeran del vector involucrado (Clark y Fritzell, 2001).

En diversos paises se ha logrado controlar el ciclo urbano de la rabia, pero
el nimero de casos de rabia transmitidos por fauna silvestre se esta
incrementando. En México se tienen evidencias de la presencia de ambos
ciclos a través del diagndstico por laboratorio en algunas de estas especies
(OIE, 2004).

En México en el afio de 1709, se registrd la primera epizootia de rabia en
los perros callejeros de la Ciudad de México y otras ciudades vecinas como
Puebla, en esta epizootia también se vieron afectados el ganado y los
humanos. El perro callejero representaba ya un problema de Salud Publica. A
partir de estas fechas el nimero excesivo de perros aumentd el riesgo

potencial de transmision de la rabia (Baer, 1975).
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Desde entonces todos los programas de control de esta zoonosis han sido
enfocados principalmente a los perros, seguido por los gatos. Por otra parte, la
rabia transmitida al humano por murciélagos y otros animales silvestres,
representd también un problema de salud publica en el periodo 1970-1989. En
este lapso se presentaron un total de 118 personas fallecidas, de las cuales
103 corresponden a agresion por murciélago, 9 por zorrillo, 3 por gato montés,
2 por coyote y 1 por zorra. Estos casos se presentaron en 14 estados de la
Republica Mexicana, cuya ubicacion por regiones fue la siguiente: en la region
del Golfo de México en Veracruz; en el Pacifico en Sonora, Sinaloa, Nayarit,
Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca; en el area norte en Chihuahua
y la porcién central en Querétaro, México, Morelos y Puebla. Los casos se
registraron en poblaciones rurales, carentes de los servicios minimos, lo que
facilitd el contacto de agresion (Sistema Nacional de Salud e Instituto Pasteur:
Simposium Internacional sobre Rabia: Vigilancia epidemiolégica y prevencion;
México, 1990).

En México aproximadamente 3600 casos humanos se documentaron
entre 1939 y 2003, en donde el 90% se asocié con la transmision por perro.
Con métodos de caracterizacion antigénica viral se han identificado mas del
30% del total de los casos reportados en los dltimos 7 afios como virus
asociados a murciélagos (Belotto, 2005). Recientemente se ha documentado
una probable variante del virus de la rabia identificado post-mortem en un
individuo inmigrante del estado de Oaxaca, México en donde los estudios
moleculares sugieren que se traté de un virus de un murciélago insectivoro
(Velasco Villa et al 2008).
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H) CARACTERISTICAS DEL AGENTE CAUSAL

El virus de la rabia pertenece a la Orden de Mononegavirales, los cuales
presentan un genoma constituido de una cadena de RNA de polaridad negativa

(Tordo et al. 1986). Este orden comprende tres familias:

o Familia de Paramyxoviridae
e Familia de Filoviridae

¢ Familia de Rhabdoviridae

La familia Rhabdoviridae es considerada como una de las mas distribuidas
mundialmente dentro de la naturaleza, dentro de ésta familia se encuentran los
géneros Vesiculovirus y Lyssavirus, lo cuales se han identificado como virus
gue infectan a los mamiferos. El virus rabico, que pertenece a esta familia,
contempla una centena de virus de mamiferos, peces, crustaceos, reptiles y
plantas (King, 1998).

Los Rhabdovirus que infectan a mamiferos pertenecen a tres géneros:

e Vesiculovirus (virus de la estomatitis vesiculosa, VSV)
e Lyssavirus

o Ephemerovirus (virus de la fiebre efimera bovina)

El virus de la rabia pertenece al género Lyssavirus. Se han caracterizado 5
serotipos por medio del uso de anticuerpos monoclonales (Tabla 1), los mas
importantes para el humano se encuentran dentro de los serotipos 1y 4 y
mediante andlisis moleculares se han clasificado 7 genotipos (Arai y cols.,
2003). El serotipo 1 comprende todas las cepas de virus rabico: rabia salvaje,
rabia urbana y las cepas vacunales (Smith 1996; Smith y King 1996;
Garmendia 1999). Todos los genotipos se han relacionado con casos de rabia
en humanos (Jackson, 2002). Los demas serotipos son considerados como
virus emparentados con la rabia. En la tabla 1 se muestra la clasificacion de los

Lyssavirus.
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Dentro de cada genotipo existen variantes que circulan en regiones
geograficas y hospederos especificos como los genotipos del 2 al 4 tienen una
amplia distribuciéon en Africa, mientras los genotipos 5 y 6 estan distribuidos en

Europa del oeste y del este respectivamente (Heaton y cols., 1999).

Los diferentes genotipos han sido agrupados en dos filogrupos, el | esta
constituido por los genotipos 1, 4,56y 7 y en el Il se encuentran los genotipos
2 y 3. Estos filogrupos difieren en caracteristicas biolégicas como
patogenicidad, induccion a la apoptosis, reconocimiento al receptor celular, etc.
Esta clasificacion pudiera reforzarse particularmente en la vigilancia de los
Lyssavirus de murciélagos, ya que en el afio 2002 se aislaron cuatro Lyssavirus
(Asia central (Aravan virus (ARAV), Khujand (KHUV), Siberia del este (Irkut
virus (IRKV) y en la region Caucésica (West Caucasian bat virus (WCBV) que
fueron caracterizados como nuevos genotipos (WHO, 2002).
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Tabla 1. Clasificacion de los Lyssavirus (Smith, 1996)

Genotipo Serotipo Cepa Distribucion Especies afectadas
prototipo Geogréfica
1 1 Cepasdela  Elmundo entero, Humanos, ganado,
caleovirus  excepto Australia, murciélagos, otros
salvaje Inglaterra, Idanda, mamiferos
Nva. Zelanda,
Japon
2 2 Lagosbat  Nigeria, Senegal, Murciélagos frugivoros,
(LB) Rep. gatos.no ha sido aislado en
Centroafricana, seres humanos
Sudéfrica,
Zimbawe
3 3 Mokola Nigeria, Cameriin, Humano, musarafia, gato,
(MOK) Zimbawe, Rep. perro, roedores
Centroafricana
ND Comparten Obodhiang Sudan Equinos, bovinos,
algunos (OBD) mosquitos, aislado de la
determinantes especia Monsonia
antigénicos con uniformis
Mokola
ND Comparten Kotonkan Nigeria Aislado de la especia
algunos (KON) Culicoides sp.
determinantes
antigénicos con
Mokola
4 4 Duvenhage Sudéfrica, Humano, murciélagos
(DUV) Zimbawe insectivoros
5 5 EBL subtipo  Francia, Polonia, Humano, murciélagos
1(EBL-1) Dinamarca insectivoros de los géneros
(european Alemania Eptesicus y Pipistrellus
bat
lyssavirus)
6 5 EBL subtipo  Francia, Espaia, Humano, murciélagos
2 (EBL-2) Dinamarca insectivoros del género
(european Alemania Myotis sp.
bat
lyssavirus)
7 7 PLVs Australia Murciélagos frugivoros
(pteropid como las zorras voladoras
lyssaviruses) del género Pteropus sppy
otros murciélagos de la
especia Saccolaimus
flaviventrus
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) BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS

El virus de la rabia es un virus envuelto de aproximadamente 180 nm de
largo por 75 nm de ancho, presenta una forma caracteristica de “bala” y posee
proyecciones en forma de espiculas de 10 nm aproximadamente (de Mattos et
al., 2001) como se muestra en la figura 1.

Todos los rhabdovirus poseen mas de dos componentes estructurales
principales, ademas de una riboproteina helicoidal (RNP) y una capside de
envoltura. En la riboproteina helicoidal, el acido ribonucleico del genoma esta
fuertemente encapsulado y protegido por la nucleoproteina. La
ribonucleoproteina (RNP) esta constituida por el RNA, la fosfoproteina y la
proteina N, como se puede observar en la figura 1A. Si se observa al virion en
un corte transversal (Figura 1B) se observa la bicapa membranal y la proteina
M que a su vez contiene a la ribonucleoproteina, esta proteina tiene una

composicién semejante a la membrana neuronal (Nadin-Davis et al., 1993).

Envoltura Glicoproteina G

Proteina matrix

W nm u»nnum

11””1 3\
.g‘.w\f\\ ¥ A, u% Proteina G _Q
‘ Ay ¥ $‘ Envoltura
Nm"mmmml(‘\

Nucleoproteina N

Fosfoproleln a

A) B)

Figura 1. Esquema de la estructura del virus de larabia. A. Vista longitudinal del
virus. B. Vista transversal. Se muestra las proteinas que constituyen al virion (CDC).

El genoma del virus de la rabia es una cadena simple de RNA no
segmentada, de aproximadamente 12,000 pares de bases. Contiene una
secuencia lider (leader) de aproximadamente 50 nucleétidos, seguida por los
genes N, P, M, G y L, que codifican cinco proteinas: la nucleoproteina (N), La
fosfoproteina (P), una proteina de matriz (M), la glicoproteina (G) y la
polimerasa (L), (Brock & Madigan, 1991). El orden de los genes nombrados de

3 a 5 (3'-N-P-M-G-L-5') son altamente conservados (Einke & Conzelmann,
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2005) como se observa en la figura 2. Cada gen esta integrado por una region
codificante y estan flanqueados por regiones intergénicas no codificantes (NC).
Los extremos son generalmente cortos, menos de 5 nucledtidos, y estan
delimitados por sefiales consenso de comienzo y termino de nueve nucleétidos,
que regulan el proceso de transcripcion. La regidn intergénica entre el gen G y
L (450 nucleétidos) se le ha considerado como un pseudogene (King, 1998).

Leader NC NC NC NC
3’ [ > N ., B N -5
G Gy
1424 991 805 1675 6475

>

12 kilobases

Figura 2. Esquema del genoma del virus de la rabia. En donde se muestran los genes que

codifican para cada proteina y los pares de bases que los componen. (CDC)

La nucleoproteina (N), comparada con las otras proteinas, presenta un
elevado nivel de conservacion en la secuencia de aminoacidos, por lo que se
ha empleado para realizar estudios de la evolucion de los serotipos y para
establecer su correlacion con una amplia variedad de aislamientos e
identificacion mediante anticuerpos monoclonales especificos para esta
proteina (Bourh y cols., 1993). La prueba diagnéstica de Inmunofluorescencia
directa (IFD) identifica a esta proteina como aglomerados intracelulares a lo
que se le han denominado “cuerpos o corpusculos de Negri” (Smith, 1996). La
proteina N al estar fosforilada en la posicion 389 modula la transcripcion,
mientras que su desfosforilacion favorece la replicacion del genoma viral (Yang
et al 1999).

La proteina P o fosfoproteina, es un cofactor de la L polimerasa y se
requiere para el proceso de encapsulacion del RNA. Estas proteinas estan
asociadas a la ribonucleoproteina (RNP) para llevar a cabo los procesos de
transcripcion y replicacion del RNA viral (Wunner et al., 1991).

Durante el procesamiento del virus, la RNP es cubierta por una envoltura
constituida por la proteina M y la proteina G, las cuales son las responsables
de estimular la produccion de anticuerpos neutralizantes y protectores. La

proteina M tiene ademas una funcion reguladora dentro del proceso de
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transcripcion, asi como para el ensamble de las particulas virales y las uniones
de la nucleocapside y la membrana (Hiramatsu et al., 1992).

La proteina G o glicoproteina, forma espiculas transmembranales que le
permiten al virus la penetracion a la célula por medio de la interaccion entre los
receptores celulares y la porcion extramembranal de esta proteina, ademas de
facilitar la fusién entre las membranas para que se dé el desnudamiento del

virus (Morimoto et al., 1996; Finke y Conzelmann, 2005). Se sabe que el

aminoéacido Arginina (R) o Lisina (K) en la posicion 333 en la glicoproteina del
virus de la rabia es considerado necesario para que el virus presente virulencia
en ratones adultos. Sin embargo existen excepciones, ya que en recientes
publicaciones mencionan que la substitucibn en esta posicion causa la
expresion de un fenotipo que es menos patdégeno o menos virulento (Milosz eta
al. 2005).

Ademas, existen estudios en donde se han encontrado substituciones en
esta misma posicion de histidina, asparagina y glutamina, en cepas de virus
rabico de la calle, que han sido aisladas de murciélagos no hematofagos en
Brasil. Estas cepas mostraron patogenicidad y letalidad cuando fueron
inoculados intracerebralmente en ratdn; estos cerebros fueron analizados y
confirmados como positivos por inmunofluorescencia. Por lo que estos
hallazgos indican que el virus que circula por las calles pueden presentar estas
substituciones lo cual es resultado de los diferentes ciclos de infeccion (Sato et
al., 2008).

J) CICLO DE INFECCION Y REPLICACION (EN HUMANOS)

De manera general en la familia Rhabdoviridae el proceso de replicacion y
ensamble viral se divide en diferentes estadios, algunos de ellos ocurren de
manera simultanea dentro de la célula infectada pero han sido considerados
como una serie de pasos consecutivos siguiendo este orden: adsorcion,
penetraciébn, desnudamiento, transcripcion, traduccién, procesamiento,
replicacion, ensamble y liberacion (Rose & Whitt, 2001). El proceso se ilustra
en la figura 3.
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Figura 3. Esquema del Ciclo de infeccién y replicacion del virus de la rabia (CDC).
Se muestran los diferentes procesos que lleva a cabo el virus de la rabia al infectar
una célula.

La infeccion inicia por la interaccion de receptores de superficie celular y el
virus, hay evidencias que mencionan diferentes receptores que pueden
interactuar después de la adsorcion. Se sabe que las particulas virales son
endocitadas a través de la via dependiente de clatrinas. La fusién entre la
membrana endocitica y la membrana endosomal es catalizada por la proteina
G y da como resultado la liberacién al citoplasma celular de la RNP.
Inmediatamente después la proteina M se disocia de la RNP. La combinacién
de estos dos procesos constituye el desnudamiento o remocién de la envoltura.
El primer evento de sintesis realizado por la célula es la transcripcion del
MRNA viral del complejo L-P polimerasa (Wunner et al, 1988). Ocurre una
transcripcidon primaria en ausencia de sintesis de proteinas, diferente a la
replicacion, la cual requiere de las proteinas N y P recién sintetizadas y
después dar lugar a la traduccién. Durante la transcripcion, la polimerasa
responde a las sefiales que resultan en sintesis del RNA lider y de los RNAs
mensajeros. En contraste, en la replicacion la polimerasa ignora estas sefales
y lleva a cabo la sintesis del RNA con polaridad positiva. Este RNA se replica

posteriormente como una cadena de RNA con polaridad negativa (CDC 2003).

La encapsidacion del genoma viral por parte de la proteina N esta
intimamente ligado con el proceso de la replicacion del virus y ocurre mientras
del RNA gendmico es sintetizado, en lugar de que sea después de que la

sintesis sea completada. Este proceso de encapsulacion esta regulado por el
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estado de fosforilacién de la proteina N. El primer paso de este estadio ocurre
en el citoplasma y se da cuando se asocia el RNA gendmico con las proteinas
N, P y L recién sintetizadas para formar el complejo RNP (Delahneau et al,
1981).

El estadio de ensamble se divide en tres fases diferentes: a) encapsidacion
por la proteina N del RNA recién sintetizado, b) condensacion simultanea, dada
por la proteina M, de la ribonucleocapside y la asociacidon con la membrana
plasmética, y c) particulas virales maduras y liberadas. Estos son a menudo
referidos como nucleocapsides o RNP centrales. Después de la encapsidacion,
el complejo RNP se asocia con la membrana plasmatica y se condensa en una
estructura fuertemente enrollada llamada “esqueleto”, antes de liberarse de la

célula (Delahneau et al, 1981).

K) DIAGNOSTICO

El diagndstico ante mortem y post mortem se basan en la deteccién del
antigeno mediante el aislamiento del virus o por métodos serolégicos mediante
las técnicas de RT-PCR y la inmunofluorescencia. Las técnicas de serologicas
incluyen la inmunofluorescencia directa y neutralizacién viral (CDC 2005).

La técnica de inmunofluorescencia demuestra la presencia del antigeno
viral (Cuerpos de Negri) en improntas de cerebro, improntas corneas o incluso
en biopsias de piel de cara o cuello (Dean et al, 1996). Aunque esta prueba es
ampliamente aceptada, los resultados son en parte subjetivos y dependientes
de la habilidad del técnico para discriminar entre puntos de fluorescencia
inespecificos y aquellos debidos a la presencia del virus. Ademas con estas
pruebas no se puede determinar el linaje al cual pertenece el virus, lo cual
dificulta establecer su origen.

Recientemente se ha desarrollado una serie de anticuerpos
monoclonales que permiten descifrar el linaje del virus de la rabia; esta
determinacién también se basa en la inmunofluorescencia directa, que se
obtiene de aplicar todo el panel de monoclonales a una misma muestra; la

positividad se establece a través de la intensidad de la fluorescencia obtenida
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con cada anticuerpo monoclonal apreciada visualmente por el técnico (De
Mattos et al, 1999).

El virus se puede aislar de muestras de saliva en cultivos celulares
cuando el virus se encuentra en muy pequefias cantidades o por la inoculacion
intracerebral en ratones (Krauss, 2003). El aislamiento del virus puede ser
necesario para confirmar los resultados de las pruebas de deteccion de
antigenos y para caracterizar mejor el virus aislado. Las células de
neuroblastoma murino (NA C1300) son mas susceptibles a la infeccion del
virus de campo que cualquiera otras lineas celulares ensayadas como las BHK-
21 (Rudd y Trimarchi, 1987).

El aislamiento del virus en cultivos celulares (con células de
neuroblastoma) es tan eficaz como la inoculacion del ratdbn para demostrar la
existencia de pequefias cantidades de virus rdbico. Ademas, reduce el tiempo
necesario para el diagnostico de 10 a 15 dias a 2 dias y elimina la necesidad
de contar con animales experimentales y es menos costoso. No obstante, esta
técnica no puede efectuarse en cualquier laboratorio y la inoculacién
intracefélica del raton sigue siendo una prueba util en el diagnostico de
laboratorio de la rabia. El periodo de observacion puede acortarse mediante el
examen por FA del cerebro de ratones inoculados que fueron sacrificados 3 a
4 dias (0 mas) después de la inoculacion.

También se ha desarrollado la técnica de Inmunohistoquimica directa
(DRIT), y aunque todavia no esta reconocida para el diagnéstico en humanos,
se ha utilizado en la vigilancia en animales de vida silvestre en los Estados
Unidos de Norteamérica (CDC, 2005).

Se han desarrollado diversos métodos de RT-PCR para la deteccion del
virus de la rabia, incluso se han desarrollado técnicas de RT-PCR en tiempo
real que permiten distinguir entre el virus de rabia clasico y los lyssavirus de
murciélagos europeos. Estas técnicas tienen una gran sensibilidad, son
rapidos, especificos por los que ahora estan siendo las técnicas de uso a nivel
mundial (Wakeley et al., 2006)
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L) ESTRATEGIAS DE CONTROL

Desde 1885, cuando Pasteur introdujo la vacunacion contra la rabia, se
presentaron infinidad de casos de este padecimiento tanto en humanos como
en otras especies domeésticas y silvestres (Wilkinson, 1988), desde entonces se
ha tratado de controlar esta zoonosis.

El plan vigente desde 1983, “Plan de Accion para la Eliminacion de la Rabia
Urbana de las Principales Ciudades de Latinoamérica”, fue resultado de la 32
RIMSA y del XXXI Consejo Directivo de la OPS y sus objetivos se ampliaron en
la IV Reunién de Directores De los Programas Nacionales deControl de Rabia en
Latinoamérica (REDIPRA-OPS/OMS, 2006) a la eliminacién de la rabia
transmitida por el perro en areas rurales y se enfatizo la importancia de la rabia

silvestre.

Desde ese afo la ocurrencia de casos de rabia humana transmitida por el
perro ha disminuido en forma sostenida: se registr6 una reduccion de
aproximadamente el 90% de casos humanos y caninos, en tanto que los casos
de rabia transmitida por especies de vida silvestre presentaron un
comportamiento ciclico y recurrente, destacandose la persistencia de factores
de riesgo de rabia transmitida por vampiros no mitigados en areas tropicales y
subtropicales(Heinemann et al, 2002). Habiendo una buena perspectiva para
completar la eliminacion de la rabia transmitida por el perro y prevenir los casos
de rabia transmitida por otras especies, algunas determinantes identificadas
tornan probables escenarios desfavorables, de no adoptarse medidas
oportunas. Entre éstas se han identificado como preocupantes la escasez de
bioldgicos, el aumento de areas con transmisién de rabia canina, la presencia
de brotes de rabia transmitida por vampiros en comunidades de localidades
alejadas de los centros de atencion de salud y, en casos puntuales, falta de

capacidad de accion en el nivel local (Rico 2001).
En México se menciona que se han realizado campafias continuas para el

control de la rabia canina, y se calcula que se aplicaron 10 y 15 millones de

vacunas en 1995y 2005 respectivamente y campafas exhaustivas han dado
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como resultado una disminucion de los casos de rabia humana transmitida por
los perros (Lucas et al., 2008), es por eso es que la Republica Mexicana esta
cerca de ser certificada por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
como un pais libre de rabia (Centro Nacional de Vigilancia Epidemiologica y

Control de Enfermedades (Cenavece).

De manera general la prevencion se basa en la vacunacion de las mascotas
para prever la exposicion y subsecuente transmision al humano, asi como la
prevencion por mordidas de animales domésticos (Jiménez, 2003). De igual
manera la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) mantiene una campafia a nivel nacional de
vacunacion para el ganado vacuno principalmente contra la rabia paralitica
bovina (R.P.B). La vacunacion es una de las formas mas eficientes para
prevenir la presentacion de la R.P.B. Mediante la utilizacién de vacunas de
virus vivo modificado las cuales deben emplearse en aquellas zonas o regiones
donde se tienen plenamente identificada la presencia de la R.P.B. (Areas
enzdoticas). También existen comercialmente vacunas a base de virus muerto
o inactivado, mismas que pueden usarse para zonas donde no se tienen
registrados casos de esta enfermedad (Areas Libres). La vacunacion debe de
realizarse en todos los hatos bovinos, del estado, a partir de los 3 meses de
edad, considerando la amplia distribucion de la R.P.B. y su estrecha relacién
con los murciélagos hematéfagos (Jiménez, 2006).

Antes del advenimiento de los anticuerpos monoclonales en la década de
los ochentas, era dificil poder distinguir entre si a los diferentes aislamientos del
virus de la rabia. Los anticuerpos permitieron demostrar en forma categorica el
antiguo mito de la unidad antigénica del virus de la rabia, encontrandose
variaciones entre diferentes aislamientos y cepas vacunales. Sin embargo, el
analisis del genoma de estos virus ha sido la herramienta mas poderosa para
su clasificacibn taxonémica y para la realizacion de una epidemiologia
molecular (Velasco-Villa, et al 2002).

El analisis del genoma de diferentes aislados del virus de la rabia ha
permitido actualmente encontrar marcadores para identificar al virus

proveniente de distintos vectores y virus proveniente de zonas geograficas
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divergentes. Estos avances han permitido en varias partes del mundo un
conocimiento mas detallado sobre la epidemiologia de la enfermedad y las
cepas involucradas en los diferentes brotes, mas aun, el andlisis del genoma
de estos agentes nos permite saber por comparacion, que tan adecuada es la
utilizacion de una vacuna determinada para proteger contra el virus involucrado

en un brote (Velasco-Villa, et al 2002).

M) ESTRATEGIAS DE CONTROL EN VIDA SILVESTRE

A través de afos de esfuerzo en los Estados Unidos de Norte América
se ha buscado erradicar el virus de la rabia en animales de vida silvestre a
través de programas de vacunacion oral empleando cebos con antigeno
vacunal los cuales se distribuyen en las zonas de interés por via aérea; aunque
esta estrategia ha dado resultados, estos han sido insuficientes, por lo que se
deberan establecer nuevas estrategias de control en la diseminacion del virus
de la rabia en animales de vida silvestre (United States Department of
Agriculture, 2005).

Control de los Vectores (Murciélagos hematofagos)

Estas actividades se enfocan a la captura de murciélagos hematéfagos
en corrales y refugios con la respectiva utilizacion de productos vampiricidas
(warfarina) con la cual las poblaciones de murciélagos hematofagos se
mantienen bajo control y las mordeduras en el ganado pueden disminuir hasta
en un 90% en un hato afectado, lo cual indica que merman significativamente
los riesgos de transmision de la RPB. Tanto para los animales como para el

humano (Jiménez y De la Torre, 2006).

Las actividades de captura de murciélago en corrales (bovinos
encerrados), requieren de realizarse durante la noche, aprovechando las horas
de mayor obscuridad (calendario Lunar), utilizando redes especiales, guantes
de carnaza, lamparas de caceria, jaulas metdlicas, etc. Esta técnica ofrece
excelentes resultados debido a que es posible atrapar murciélagos

hematofagos de diferentes colonias, las cuales al ser tratados y liberados con
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la pomada vampiricida, regresan a sus refugios distribuyendo el veneno entre
sus compafieros, logrando con esto eliminar aproximadamente 20 quirépteros

mas por cada murciélago tratado.

La captura de murciélagos en refugio se realiza durante el dia en el
interior del refugio, o bien en el exterior del mismo, copando la entrada principal
con las redes y esperando a que inicie la noche para que los murciélagos
salgan en busca de su alimento. De esta forma los quirépteros atrapados
reciben el tratamiento y se liberan al interior del refugio. Con esta técnica
Unicamente se eliminan los murciélagos hematéfagos que alli habitan
(Jiménez, 2004.)

El uso del vampiricida para tratamiento de las mordeduras en los
animales, es también una técnica de muy buenos resultados que permite
eliminar Unicamente al murciélago que diariamente se alimenta de esa herida.
Dicha actividad la deben realizar los productores inspeccionando
peribdicamente a sus animales para detectar y tratar las mordeduras.

El control de las poblaciones de murciélagos mantiene estrecha relacion

con las estrategias de vacunacion (Flores, 1996).

Existen datos recientes datos experimentales con murciélagos
Desmodus rotundus en cautiverio que se han inmunizado con vacunas orales,
en donde se demuestra la inmunogenicidad de una vacuna (Almeida et al.,
2008)

25



JUSTIFICACION
El virus de la rabia es uno de los virus mas antiguos de la humanidad,

gue ocasiona cientos de casos de rabia canina en Latinoamérica; en México
se presentan anualmente algunos casos de rabia humana, varios casos de
rabia paralitica bovina que ocasiona pérdidas en la industria ganadera,
varios caos de rabia canina; asi que la rabia sigue siendo un problema de
salud publica en México. Ya que no se ha podido resolver este problema a
pesar de las investigaciones que se han realizado al respecto, en este
trabajo se pretende hacer una contribucidbn al conocimiento de la
distribucién del virus de la rabia en animales de vida silvestre como los
murciélagos hematéfagos y no hematéfagos.

En México se cuenta con programas de control y vigilancia del virus de
la rabia en humanos y animales domésticos, asi como para el murciélago
hematofago; sin embargo, faltaria incluir en estos programas a los animales
de vida silvestre como los murciélagos no hematéfagos y otros animales
gue podrian estar involucrados en los ciclos de transmision del virus, los
cuales pueden desempeniar un papel importante no solo en la diseminacion
del virus entre especies, sino que resultan un riesgo potencial de
transmision incidental al hombre y no menos importante es el impacto
econdmico en animales de produccion.

Otro aspecto importante en los programas de control y vigilancia de la
rabia son los métodos de diagndstico por inmunofluorescencia para detectar
el virus y sus variantes; los cuales pueden tener falsos negativos o positivos
ya que dependen de la habilidad del analista para discriminar entre
fluorescencia especifica e inespecifica; por lo cual es importante desarrollar
métodos mas eficaces y especificos basados en herramientas de biologia
molecular.

Por lo anteriormente expuesto, nuestro grupo trabaja en Ila
caracterizacion molecular de las variantes del virus que circulan en los
animales de vida silvestre., para establecer un patron de diseminacion del

virus interespecies.
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OBJETIVOS

A) Objetivo General

Determinar la prevalencia del virus de la rabia en diferentes especies de
murciélagos hematéfagos y no hematofagos de la region de la Huasteca
Potosina y del Estado de Sinaloa, México

B) Objetivos Particulares

e Realizar monitoreos para la obtencion de muestras de diferentes
especies de murciélagos en diferentes regiones de la huasteca
Potosina y Sinaloa, México.

e Obtener los cerebros de los animales capturados, para el
diagnostico por inmunofluorescencia directa.

e Realizar el aislamiento viral en cultivos de células de las muestras
positivas por inmunofluorescencia.

e Realizar la técnica de RT-PCR para la deteccion del virus de la

rabia identificando el gen N y el gen G.
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ll. MATERIALES Y METODOS

A) Obtencién de las muestras

Se realizaron capturas de murciélagos tanto hematéfagos como no
hematofagos, en ocho regiones de la Huasteca Potosina durante el 2005. Estos
sitios fueron elegidos debido a las frecuentes notificaciones, por parte de los
duefios de los ranchos al Comité de Desarrollo y Proteccion Pecuaria del
Estado de San Luis Potosi, de lesiones ocasionadas aparentemente por
murciélagos en el ganado . Asi también se monitorearon algunas cuevas en
donde se habia observado la presencia de murciélagos en esta region de la
Huasteca Potosina en 2006 y en Sinaloa en el 2007.

Con base al calendario lunar se programaron capturas nocturnas de
murciélagos. Se colocaron redes de niebla alrededor de los corrales en donde
usualmente se encontraba el ganado mordido (Figura 4a), en el caso de las

cuevas, las redes se colocaron a la entrada de estas.

Una vez colocadas las redes se procedi6 a esperar la salida de los
quirépteros en busca de su alimento, para que de esta manera quedaran
atrapados en la red al momento que los murciélagos intentaran llegar al
ganado.

Las redes fueron revisadas cada 15 minutos para verificar si habia caido en
la red algun murciélago (Figura 4b), en cuyo caso se retiraba cuidadosamente

al espécimen.

Una vez retirados de la red, el grupo de bibdlogos identificaba a los
ejemplares a nivel de género y en algunos casos también la especie, con
base a sus caracteristicas morfolégicas y habitos alimenticios (tamafio, forma
del hocico, hematdéfago o no hematéfago) y con el apoyo de claves

dicotomicas; asi como también se registro su estado fisico,.
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Una vez identificados, se llevo a cabo la eutanasia de los ejemplares
colectados, posteriormente se conservaron a 4°C y fueron transportados al
Laboratorio de Medicina de Conservacion del Instituto Politécnico Nacional
para el diagndstico de las muestras.

Con la ayuda de un geoposicionador satelital se obtuvieron los puntos en
donde se colectaron de los sitios monitoreados.

Figura 4. Captura de los murciélagos en las zonas de monitoreo. Se muestra en
a) Colocacion de redes alrededor de los corrales del ganado o en cuevas unas horas
antes de anochecer. b) murciélago capturado, los ejemplares quedan atrapados en
una bolsa de la red, lo que limita sus movimientos.

B) Procesamiento de las muestras
El manejo de las muestras se llevd a cabo en el Laboratorio de Medicina de
Conservacién en una zona designada exclusivamente para el manejo muestras

sospechosas al virus de la rabia.

1.0Obtencion de las muestras de cerebro:

El murciélago se colocd en posicion ventral dentro de una charola, se
sanitizd de la regién craneal con una solucion de yodo al 5%. Se disecté el
craneo, haciendo un corte en forma de cruz, para asi exponer el cerebro, el
cual se extrajo y se colocé en un criovial y se identificé con el cddigo

correspondiente.
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2.Inmunofluorescencia directa (IFD)

Se realizaron impronta de la siguiente manera, se tomo un fragmento del
cerebro y se colocd en el extremo de un abatelenguas posteriormente se
colocé un portaobjetos y se realizé una impresion del tejido cerebral; se retiro el
exceso de tejido sobre una hoja de papel absorbente y se dej6 secar al aire, se
procedid a fijar con acetona a -28°C durante 4h, delimitando el area de la
impronta. Las improntas fueron realizadas por duplicado.

Se agregaron 50uL de una dilucién 1:20 del anticuerpo monoclonal anti-rabia
conjugado a isotiocianato de fluoresceina (Laboratorio Baer S.A. de C.V.),
posteriormente se incubd durante 30 minutos a 37°C en camara humeda. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 10 lavados con PBS 1X
y se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente se agregd una gota de
glicerol al 90%, se cubri6 con un cubreobjetos, se observaron en un
microscopio de epifluorescencia (Mca. Nikon) a 100X. (Centro Nacional de

Vigilancia Epidemiologica y Control de enfermedades).

C) Aislamiento viral en cultivos celulares

Utilizando un control positivo (cepa LP2061) se realiz6 la estandarizacion
de la infeccion de un cultivo de células BHK21 (células de rifion de hamster
joven) .

Se utilizé una microplaca de 24 pozos con una confluencia celular del
80% . Se les retir6 el medio de mantenimiento a los pozos de la microplaca y
se procedié a con 100uL del control positivo en cada pozo, se incubé durante
30 minutos a 37°C. Posteriormente se adicionaron 900uL de medio de
mantenimiento M199 y se incub6é nuevamente a 37°C en una atmosfera de
CO2 del 5%.

Las células se observaron a diario hasta que se observo efecto
citopatico.

Con las muestras positivas a inmunofluorescencia se realizé la infeccion
del cultivo de células BHK-21 se la siguiente manera, se tomé 0.5cm? de
cerebro y se coloc6 en un tubo eppendorff con 500 pyL de PBS esteéril, se
disgregd en vortex hasta tener un suspension homogénea, se centrifugé a

8000xg durante 10 minutos y el sobrenadante se filtr6 a través de una
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membrana de 0.22um, con la finalidad de eliminar la presencia de bacterias
que pudieran interferir en los resultados. El sobrenadante se recuperd en un
tubo eppendorff estéril, se identificaron y se almacenaron a -30°C. Finalmente
se coloc6 100uL del inoculé en una microplaca con una confluencia celular del
80% y se le adicion6 900uL de medio de mantenimiento. Se realiz6 una
observacion diariamente por 96 h.

A las 96 h se realiz6 la cosecha del virus mediante la congelacion a -
70°C vy descongelacion de la monocapa celular. Se cosechd y se recolecto el
medio en tubos eppendorff estériles, se centrifugaron y con el sobrenadante se
realiz6 una segunda infeccion celular. Igualmente se realiz6 el seguimiento y la
cosecha, bajo las mismas condiciones antes sefaladas.

A los sobrenadantes se les realizo extraccion de RNA y RT-PCR para la
deteccion de un fragmento de 760pb correspondiente al gen N, con el fin de
corroborar la presencia del virus.

Al cultivo de células con efecto citopatico se le realizé la técnica de
IFD, de la siguiente manera: se colocé un cubreobjetos estéril dentro de 4
pozos de una microplaca, se colocaron las células en suspensién, se incubaron
a 37°C en una atmosfera de CO2 del 5%. A las 24 h se les elimin6 el medio de
mantenimiento y se infectaron con 100uL del testigo positivo, se incub6 30
minutos a 37°C y posteriormente se adicioné 900uL de medio de
mantenimiento. Después de 48h de haber realizado la infeccién se colect6 el
sobrenadante en un tubo eppendorff y se sacaron los cubreobjetos de los
pozos. A las células adheridas al cubreobjetos se le realiz6 la técnica de IFD,
bajo las condiciones antes mencionadas, se observaron al microscopio de

epifluorescencia (Mca. Nikon) y se fotografiaron.

D) Andlisis de las muestras por técnicas de Biologia Molecular.

1. Extraccion de RNA
Para la extraccion de RNA total de las muestras de cerebros se utilizo el
kit RNeasy Quiagen siguiendo el siguiente protocolo, en un tubo eppendorff se
colocé 30mg de tejido y se adicion6 500 uL del regulados RLT (regulador de

lisis), se agité en vortex durante 15 segundo o hasta disgregar completamente
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el tejido, se adicion6 500 uL de etanol al 70% y se agitod en vortex 15 segundos,
se centrifugd a 8000xg por 5 minutos, el volumen se transfirid a una columna y
se centrifug6 a 8000xg por 15 segundos, se elimind el filtrado y se le adicioné
700 pL de regulador RW1, se centrifugd a 8000xg por 15 segundos, se
desechd el filtrado y se agregd 500uL del regulador RPE, nuevamente se
centrifugé y se eliminé el filtrado, este paso se realizd por duplicado, después
se centrifugd a velocidad maxima durante 2 min para eliminar el exceso de
etanol. Finalmente la columna se colocd dentro de un tubo colector libre de
RNAsas y se adicion6 50 pyL de agua libre de RNAsas, se incub6 por 5 min a
temperatura ambiente y el RNA se eluy6 centrifugando a 8000xg por 1 min. El

RNA obtenido se almacené a -70°C.

2. Técnica de RT-PCR
Se realiz6 la estandarizacion de la técnica de RT-PCR para la deteccién
del fragmento de 760 pares de bases (nucleétido 66 al 826 correspondiente al
gen N) del virus de la rabia, basado en el protocolo de Loza-Rubio, 2005. Las
condiciones se describen en la Tabla 2. Para realizarlo se utilizo el testigo
positivo (cepa LP2061).

Tabla 2. Condiciones de RT-PCR para la deteccién de un fragmento de
760pb del gen N del virus de la rabia

50°C 30 min Para la sintesis de la cadena de cDNA

95°C 15 min Inactivar la transcriptasa reversa Yy
activar la DNA taq polimerasa

30 ciclos de:

95°C 45 seg

50°C 30 seg

70°C 30 seg

72°C 10 min Para el alargamiento final

Mantener a 4°C Durante tiempo indefinido
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Los iniciadores utilizados para la reaccion de RT-PCR fueron (Loza-Rubio,
2005):
SuEli+ 5 CGT GGA CCAATATGA GTACA 3
SuEli- 5°CAG GCT CGAACATTCTTCTTA Y
Se tomaron 10uL del producto de reaccién y se colocaron en un gel de
agarosa al 1.8% utilizando TEB 1X como regulador de corrimiento. El gel se

tind con una solucion de bromuro de etidio a una concentracion de 0.5ug/mL.

Se analizé una muestra de murciélago hematofago positiva IFD, esta
muestra fue proporcionada por la SAGARPA.

Se realiz6 la extraccion de RNA total y la prueba de RT-PCR para la
deteccion del gen N a las muestras de cerebros obtenidas y a los
sobrenadantes colectados del cultivo de células infectadas con las muestras
positivas a IFD, todo ello bajo las mismas condiciones anteriormente

sefaladas.

E) Disefio de iniciadores para la amplificacion por RT-PCR de la region del

exodominio de la proteina G

Se disefaron iniciadores degenerados dirigidos a la region del
exodomino de la proteina G (glicoproteina) con la finalidad aumentar el
espectro de deteccion de las posibles cepas. Se realiz6 la basqueda en la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de las
secuencias reportadas de la proteina G del virus de la rabia y solo se
seleccionaron las que se registraron en el continente Americano. Con las
secuencias de aminoacidos se realiz6 la prediccion de la region del exodominio
de la proteina mediante el programa Anteprot. Por otro lado con las secuencias
de bases se localizaron los marcos de lectura abierta con el programa ORF
finder. Se obtuvieron los marcos de lectura abierta con los correspondientes
aminoacidos y por otra parte se buscaron las secuencias de nucleétidos que
codifican a esas secuencias de aminoacidos que habiamos obtenido de la

prediccion. Y ubicamos la secuencia de bases que codifica esos aminoacidos
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(que corresponden a la region del exodominio) con la finalidad de verificar que
eran correspondientes. Se ubicé el alineamiento mdltiple de secuencias de
bases utilizando el programa Clustal W del European Bioinformaatic Institute

(EBI). Con el programa Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)

se seleccionaron las porciones con mayor similitud entre las secuencias. Se
calculo la Tm, la formacion de dimeros o heterodimeros para incrementar la
especificidad del RT-PCR, empleando las funciones para este fin de la pagina

IDT-DNA. El fragmento esperado para los iniciadores disefiados es de 727pb.

Transcripcidn reversa vy reaccion en cadena de la polimerasa.

Se utilizaron los reactivos del kit One-step RT-PCR, se preparé la mezcla de
reaccion en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, cada 50 uyl de mezcla de reaccion
contiene:

Reactivo Dilucion de | Volumen | Concentracion
trabajo final

Regulador de reaccion 5X 10 pL 1X

Mezcla de dNTP’s 10 mM c/u 2 uL 0.4 mM

Iniciador RvG523 15 uM 1.5puL 0.45 pM

RvG1230

Iniciador RvG859 15 uM 1.5puL 0.45 uM

RvG1125

Mezcla de enzimas - 2 uL 2U

Inhibidor de RNA asas -- 0.8 pL 05U

H,O libre de RNAasas - 26.8 uL | --

RNA molde - 5uL 0.1

Total 50 pL

U: unidades

Se prepararon alicuotas de 45 pL de la mezcla de reaccion en cada tubo
para PCR con 5 pL del RNA molde.

Se realiz0 la estandarizacion de la técnica de RT-PCR para la deteccion
del fragmento de 727 pares de bases (nucledtido 523 al 1250 correspondiente
al exodominio del gen G) del virus de la rabia, basado en el disefio de
iniciadores antes mencionado. El par de iniciadores se muestran en la tabla 3 y
las condiciones de RT-PCR se describen en la Tabla 4. Para realizarlo se

utilizo el testigo positivo (cepa LP2061).
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Tabla 3. Combinacién de iniciadores para amplificar la region del

exodominio de la proteina G.

Combinacion 1 *

Tamafio
Tm | Posicién | esperado
Nombre | Secuencia 5'--3' (°C) |en el | del
gen amplificado
(pb)
RvG523 | ACYAACCAYGATTACACCATYTGG | 56.2 | 523-537
RvG1230 | AAARTCYTCHGCYTCRTCMCC 56.9 | 1230- 727
1250

Tabla 4. Condiciones de RT-PCR para la deteccidon de un fragmento de
727pb correspondiente a la region del exodominio de la proteina G.

Temperatura | Tiempo Proceso

50°C 30 min Sintesis de la cadena de cDNA

99 °C 15 min Activar la taq DNA polimerasa.

40 ciclos

94 °C 30 seg

56.5 °C 30 seg

72 °C 1min 20seg Amplificacion

72 °C 7 min Extension final

4°C Indefinidamente | Conservacion después de la amplificacion

También realiz6 la estandarizacion de la técnica de RT-PCR anidado

para la deteccion del fragmento de 285 pares de bases (nucleétido 859 al 1144

correspondiente al exodominio del gen G) del virus de la rabia, basado en el

disefio de iniciadores antes mencionados. El par de iniciadores se muestra en

la tabla 5 y las condiciones de RT-PCR se describen en la Tabla 6. En la

técnica se utilizé la cepa LP2061 como testigo positivo.

Tabla 5. Combinacién de iniciadores para amplificar una regién interna
del exodominio de la proteina G.

Combinaciéon 2 x

Tm Posicion | Tamafo del
Nombre Secuencia 5'--3' (°C) |enelgen | amplificado
esperado
(pb)
RvG859 | CAYTRGAGTCCATCATGACHACC | 55.7 | 859-882
RVGHLZS | AGRGAYGAYTGCATCTCHGG | %92 | 112> 285
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Tabla 6. Condiciones de RT-PCR para amplificar un fragmento de 285phb
correspondiente a una region interna del exodominio de la proteina G.

Temperatura | Tiempo Proceso

50°C 30 min Sintesis de la cadena de cDNA

99 °C 15 min Activar la taq DNA polimerasa.

40 ciclos

94 °C 30 seg

55.9°C 30 seg

72 °C 60 seg Amplificacion

72 °C 7 minutos Extension final

4°C Indefinidamente | Conservacion después de la amplificacion
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[ll. RESULTADOS

A) Obtencién de las muestras

Se realiz0 la captura de murciélagos de 222 murciélagos, de los cuales
113 fueron hematéfagos y 109 no hematéfagos en 8 sitios de la region
Huasteca Potosina México. Debido a que es un monitoreo condicionado el
namero de animales, segun su especie, en cada region de muestreo fue
diferente; en la tabla 7 se enlistan las regiones monitoreadas, el nUmero de

muestras obtenidas y las especies capturadas en cada una de ellas.

Tabla 7. Sitios de monitoreo de murciélagos hemat6fagos y no
hematofagos en laregidon de la Huasteca Potosina, México. En octubre

del 2005.
MUNICIPIO NUMERO DE ESPECIES
EJEMPLARES CAPTURADAS
CAPTURADOS
Talnajas 25 Desmodus rotundus (hemat6fago)
3 Diphylla ecaudata (hematofago)
2 Mormoops sp (insectivoro)
8 Anoura sp (polinivoro)
1 Enchistenes sp (frugivoro)
2 Pteronotus sp (insectivoro)
9 Leptonycteris sp (polinivoro)
37 Artibeus sp (frugivoro)
Guadalcazar 9 Desmodus rotundus (hematé6fago)
34 Mormoops sp (insectivoro)
San Ciro de Acosta 1 Desmodus rotundus (hemat6fago)
8 Natalus sp (insectivoro)
4 Anoura sp (polinivoro)
Tanquintian 4 Promops sp (frugivoro)
Rio Verde 2 Desmodus rotundus (hemat6fago)
Ejido Alvaro 10 Desmodus rotundus (hematé6fago)
Obregén
Aquismon
Rancho “El Cafetal” 42 Desmodus rotundus (hemat6fago)
Rancho “La joya del
Sabino” 21
Total : 8 sitios 222 muestras 10 especies

También se colectaron 33 muestras en una cueva localizada en el sitio
llamado Arroyo Peldén, Municipio de Guasave (Tabla 8); Localidad Cerro
cabezon Edo. Sinaloa, como se observa en la tabla 8. Los datos de
geoposicionamiento (GPS) del sitio mencionado son: N: 25°,33", 57.57 W:
108°, 507, 58.1; Altitud: 38msnm.
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Tabla 8. Sitios de monitoreo de murciélagos no hematéfagos en el estado
de Sinaloa, México. En enero de 2007

MUNICIPIO NUMERO DE ESPECIES

EJEMPLARES CAPTURADAS
CAPTURADOS

Cueva 1

Arroyo pelén,

Municipio de 32 Balantiopteryx alicata (insectivoro)

Guasave

Localidad Cerro 1 Pteronotus davyi (insectivoro)

cabezon

Edo. Sinaloa

Total : 2 sitios 33 muestras 2 especies

B) Procesamiento de las muestras por IFD

Se realiz6 la prueba de inmunofluorescencia directa a las 113 muestras
de cerebro de murciélagos hematofagos y a las 142 no hematofagos. Se
realiz6 la observacion de la fluorescencia en un microscopio de
epifluorescencia (Mca. Mca. Nikon).. Ademas se hizo el registro fotografico
de las muestras positivas. Se utilizO como testigo positivo la cepa LP2061

inoculada en cerebro de ratéon (Figura 5).

La presencia del virus de la rabia se pone en evidencia por la una
flourescencia verde manzana, como se muestra en las fotografias. Todas las
muestras se observaron en contraste de fases para descartar la presencia de

cristales, que pudieran dar fluorescencia inespecifica (Figuras 6, 7, 8 y 9).
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Figura 5. Muestras testigos de Inmunofluorescencia directa. a) fotografia de la
inmunofluorescencia de una muestra de cerebro de ratdn positiva a virus de rabia. b) fotografia
de la inmunofluorescencia de una muestra de cerebro de ratén negativa al virus de la rabia

Los resultados mostraron que el 4% de las muestras fueron positivas al
virus de la rabia. De los murciélagos hematofagos el 1.8% (2) fueron positivas y
ocho de los de no hematdéfagos el 5.7% (Tabla 9).

Las 10 muestras positivas pertenecen a 6 especies de las 12 capturadas,
como se puede observar en la tabla 9.

La especie de murciélago no hematdéfago que resulté con un mayor
prevalencia fue Artibeus sp, 3 datos positivos, seguida de Leptoniscteris sp con
2 y finalmente Enchistenes sp, Natalus sp y Pteronotus davyi con 1 muestra
positiva cada especie. En contraste solo dos muestras de las especies
hemato6fagas resultaron positivas.

De manera general, de los murciélagos no hematéfagos positivos 2
fueron insectivoros (Natalus sp y Pteronotus davyi), 2 frugivoros (Artibeus sp y
Enchistenes sp) y 1 polinivoro (Leptonyscteris).Con la finalidad de descartar la
inmunofluorescencia inespecifica las improntas se observaron, ademas de
epifluorescencia con contraste de fases, ya que puede haber presencia de

cristales o precipitados que pueden dar falsos positivos.
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IF +
a) Enchistenes sp c) Leptonycteris sp

b) Contraste de d) Leptonycteris sp

Figura 6. Inmunufluorescencia positiva y presencia de inmunofluorescencia inespecifica
en muestras de cerebros de murciélagos no hematéfagos. a) Impronta de cerebro en
donde se observa la inmunofluorescencia positiva marcada en color verde (visto en
epifluorescencia) y la presencia de un cristal. En b) microfotografia en contraste de fases ,
donde se muestra el cristal que da una inmunofluorescencia inespecifica. En (c, d) Otras
muestras de murciélagos positivas. 100X

En la figura 6a se puede observar la diferencia entre la inmunofluorescia
debida a la presencia del virus vy la inespecifica que pueden o no emitir los
cristales, de igual manera en la imagen de contraste de fases 6b se observan
evidentes diferencias de forma, tamafio, area, disposicién en la laminilla y
dimensién espacial entre un cristal y un corpusculo de Negri, el cual nos indica

la presencia del virus.
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a) Artibeus sp b) Artibeus sp

O

c) Artibeus sp d) Natalus sp

Figura 7. Inmunufluorescencia positiva en muestras de cerebros de murciélagos no
hemat6fagos (Artibeus sp y Natalus sp.). En todas las fotografias se observa delimitada por un
circulo, la inmunofluorescencia positiva marcada en color verde (visto en epifluorescencia) a
100X.

En las improntas de los cerebros de murciélagos no hematéfagos
Artibeus sp, Natalus sp y Leptonycteris sp, se pudo observar la presencia de
corpusculos con una intensidad menor en comparacion a la muestra de
Pteronotus davyi en donde la fluorescencia era muy evidente (compare Figuras
6,7y 8 conla).

La identificacion de virus rabia en el estado de Sinaloa resultd ser
importante porque en este estado de la Republica practicamente no existen

estudios de epidemiolégicos de rabia.
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a) Desmodus rotundus b) Desmodus rotundus

Figura 8. Inmunufluorescencia positiva en muestras de cerebros de murciélagos
hematéfagos (Desmodus rotundus). Fotografias de las improntas en donde se observa
delimitada por un circulo, la inmunofluorescencia positiva marcada en color verde (visto en
epifluorescencia) a 100X.

Pteronotus davyi

Figura 9. Inmunufluorescencia positiva en muestra de cerebro de murciélago no
hemat6fago (Pteronotus davyi). Fotografia de la impronta en donde se observa la
inmunofluorescencia positiva marcada en color verde (visto en epifluorescencia) a 100X.
Muestra procedente del municipio de Guasave, Sinaloa.

Los resultados de todos los andlisis por inmunofluerescencia indirecta
mostraron que solo dos murciélagos hematéfagos de 113 resultd positivo al
virus rabia (Tabla 9), lo que corresponde a una prevalencia de 0.028; mientras
que en el caso de murciélagos no hematofagos se encontraron ocho de 142
muestras analizadas, en este caso la prevalencia fue de 0.057, es decir, fue
tres veces mayor que en el caso de los hematéfagos; lo cual sugeriria la
participacion de los murciélagos no hematdfagos en el mantenimiento de los

ciclos de transmision del virus de rabia.
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Tabla 9. Municipios con murciélagos positivos a IFD

MUNICIPIO ESPECIE PREVALENCIA
. IF . IF | Hemato- No
Hematoéfago + No Hematéfago + fago Hematofago
(2) Mormoops sp 0
(25)Desmodus (8) Anoura sp 0
Cueva el rotundus 1
Nacimiento (1) Enchistenessp | 1
Municipio Las 1/28 6/59
Tanajas (2) Pteronutussp | O
(3) Diphylla 0 (9)Leptonycteris 2
ecaudata sp
(37) Artibeus sp 3
Tunel Ejido: El
fraile (colinda con
los (9)Desmodus
Edos. Tamaulipas | rotundus 1 234) Mormoops 0 1/9 0/34
y vo. Ledn) P
Municipio:
Guadalcazar
Ejido Rancho Natal 1
Nuevo (1)Desmodus ®) atalus sp
Municipio Sn. Ciro | rotundus 0 (4) Anoura sp 0 01 112
de Acosta
Tanquintian (4) Promops sp 0 0/4
Rio Verde (2)Desmodus 0 0/2
rotundus
Alvaro Obregon (10)Desmodus | O 0/10
rotundus
Aquismoén (42)Desmodus 0/42
“El cafetal” rotundus
“La joya” (21)Desmodus 0/21
rotundus
Cueva 1 (32)
Arroyo pelén, Balantiopteryx 0
Municipio de alicata
Guasave 1/33
Localidad Cerro (1) Pteronotus
cabezon davyi 1
Edo. Sinaloa
Prevalencia total 0.018 0.057
Porcentaje 1.8% 5.7%
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C) Aislamiento viral en cultivos celulares.

Se realiz6 la estandarizacion de la infeccion de un cultivo de células
BHK-21 con un control positivo al virus de la rabia (cepa LP2061)
proporcionado por la colaboracion con SENASICA-SAGARPA. Este
experimento se realizé con la finalidad de obtener el virus en mayor cantidad

para los estudios posteriores.

Al realizar el seguimiento del efecto citopatico en las células, se observé
el cambio de la morfologia celular a las 48h, las células presentaron
arredondamiento y agregacion, finalmente lisis celular a las 72h, que

corresponde a un efecto citopético caracteristico (Figura 10).

Se llevo a cabo la lisis total de las células por congelacion y se
recuperaron los sobrenadantes. Se hizo una segunda infeccién celular bajo las
mismas condiciones que en la primera infeccién y se observaron los mismos
efectos citopaticos. También se recuperaron los sobrenadantes y se le realizo

la prueba de RT-PCR para la confirmacion de la presencia del virus.

Ademas se realizo la prueba de IFD a las células para verificar que el
efecto citopatico se debia a la presencia del virus de la rabia. En las
preparaciones se observaron los corpusculos de Negri, que son indicativos de
la presencia del virus (Figura 11). Con ellos verificamos que el efecto citopatico

producido en las células fue causado por la infeccion del virus.
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Figura 10. Células BHK21 infectadas con el virus de la rabia observadas a 10x. a) Células
sin infeccion, se observa una monocapa uniforme con morfologia celular normal. b) Células con
24 h de infeccion, se observa arredondamiento celular. c) Células con 48 h de infeccién, se
observa arredondamiento celular en toda la monocapa. d) células con 72 h de infeccion, se
observé células redondas y desprendimiento de la monocapa.

Las muestras positivas a IFD fueron utilizadas para realizar la infeccion
de células BHK-21, estos cultivos fueron incubados hasta por 96 h y se
observé que hubo efecto citopéatico poco evidente. La muestra positiva que fue
colectada en el estado de Sinaloa, no fue inoculada en cultivo de células, sino
gue fue procesada directamente por RT-PCR.

Al cultivo de células con efecto citopatico a las 48 h, se le realizd la
técnica de IFD y se observaron células con presencia de corpusculos de Negri,
como se observa en la figura 11. Se observaron en el interior de la célula
(figura 11la y 11b), estas inclusiones también se pudieron ver en la superficie
celular, lo que nos indica que existié un reconocimiento virus-célula (figura 11c

y 11d) y una infeccion celular.
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Figura 11. Células BHK21 infectadas con IFD positiva a rabia. Fotografias de células BHK-
21 en donde se muestra la presencia de corpulsculos de Negri después de 48 h de infeccion,

100X. a y b) inclusiones del virus de la rabia en el interior de la célula BHK-21. c y d)
inclusiones del virus de la rabia en la superficie celular.

D) Analisis de las muestras por técnicas RT-PCR.

Se realiz6 la técnica de RT-PCR con el Kit comercial One step RT-PCR,
para la deteccion de un fragmento de 760pb, correspondiente al gen N. Las
condiciones Optimas que se establecieron son las indicadas en los métodos;
después los productos de la reaccion se separaron en geles de agarosa al
1.8%.

Para la estandarizacion del PCR se utiliz6 como testigo positivo la cepa
vacunal LP6021 y una muestra de cerebro de murciélago hematéfago,
colectado en la localidad El varal, Municipio de Tamasopo, estado de San Luis
Potosi, y que previamente habia sido reportada como positiva por el método de
IFD por un laboratorio certificado de SAGARPA. La muestra y el Testigo se
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analizaron por PCR; los amplificados se separaron por electroforesis en gel de
agarosa; luego se observaron y fotografiaron en un fotodocumentador; se
observé la banda de 760pb, lo que confirmé la presencia del virus en esta
muestra y que las condiciones de la técnica de PCR habian quedado ajustadas

para aplicarla a muestras provenientes de cerebros (Figura 12).

Fragmento
de 760ph  =——

Figura 12. Fotografia de un gel de agarosa para la deteccién de un fragmento de 760pb
del gen N del virus de la rabia. Carril 2: muestra positiva, Carril 3 y 4: testigo positivo, Carril 6:
testigo negativo, Carril 8: marcador de peso molecular.

Por otra parte, estas muestras y el testigo se emplearon para
estandarizar el RT-PCR para la amplificacion de un fragmento de 727 pb
correspondiente a la region del exodominio de la proteina G; para la cual, se
utilizé el Kit comercial One step RT-PCR. Se establecieron las condiciones de
la reaccién y los productos de reaccion se desarrollaron en un gel de agarosa
al 1.8% (Figura 13); con lo cual guedaron establecidas las condiciones para el
PCR; ademas, estos resultados sugieren que el disefio de los iniciadores fue el

adecuado para amplificar este fragmento del G.
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PM 100pb ]

Fragmento
de 727pb

Figura 13. Fotografia de un gel de agarosa al 1.8% para la deteccion de un fragmento de
727pb del exodominio del gen G del virus de la rabia. Carril 2: marcador de peso molecular;
Carril 4: testigo de reaccién; Carril 5: testigo positivo; Carril 6: testigo negativo.

Se estandarizé la prueba de RT-PCR anidado para la deteccion de un
fragmento interno de 285pb de la region del exodominio del gen G del virus
rabia. Se establecieron las condiciones de la reaccion y los productos de

reaccion se corrieron en un gel de agarosa al 1.8% (Figura 14).
PM 100pb Trx

1

Fragmento
de 285pb

Figura 14. Fotografia de un gel de agarosa al 1.8% para la deteccion de un fragmento de
285phb del exodominio del gen G del virus de la rabia. Carril 1: marcador de peso molecular;
Carril 3: testigo de reaccion; Carril 4: testigo positivo; Carril 5: testigo negativo.

La muestra positiva a inmunofluorescencia identificada como IPN Sin-33,
que correspondia a un ejemplar macho de la Familia Mormoopidae, de la
especie Pteronotus davyi, se le realizé la prueba de RT-PCR para la deteccion

de un fragmento de 760pb correspondiente al gen N del virus de la rabia, como
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se puede observar en las figura 15 y 16. Asi como el RT-PCR para la deteccion
del fragmento de 727pb correspondiente a la regién del exodominio de la
proteina G, como se ve en la figura 16. Las demas muestras que dieron
positiva a la prueba de de IFD y que dieron efecto citopatico en el cultivo celular

no se pudieron analizar por esta prueba y quedo pendiente su analisis.

100pb Trx T+ T- Sin33
1 2 2 4 S

Figura 15. Prueba de RT-PCR para el gen N para la muestra del ejemplar Pteronotus
davyi. Carril 1: marcador de peso molecular, Carril 2: testigo de reaccion, Carril 3: testigo
positivo, Carril 4: testigo negativo, Carril 5: muestra positiva identificada como Sin-33.

T- T+N SinN T+G SinG
1 2ne.s 4 5

Figura 16. Prueba de RT-PCR para el gen Ny G para la muestra del ejemplar Pteronotus
davyi. Carril 1: testigo negativo, Carril 2: testigo positivo para el gen N, Carril 3: muestra IPN-
Sin33 gen N, Carril 4: testigo positivo para el gen G, Carril 5: muestra Sin-33 gen G, Carril 8:
marcador de peso molecular.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La rabia humana afecta principalmente a la poblacion que vive en
condiciones de pobreza extrema, que convive con animales domésticos y que
al igual que éstos pudiera exponerse a padecer la enfermedad en cualquiera de
sus ciclos, urbano o silvestre.

La OMS sefiala que los paises en desarrollo presentan mas del 99% de
las muertes por rabia humana y que esta zoonosis no ha sido puesta bajo
control en la mayoria de los paises afectados. En Africa y Asia se estiman
hasta 55 mil defunciones anuales. En Latinoamérica (LA) la tendencia
descendente de la enfermedad ha sido desde que la OPS promovio la iniciativa
de eliminar la rabia humana transmitida por perro para el afio 2005.

Sin embargo, la transmitida por murciélago ha tenido un repunte
importante, principalmente en paises de América donde los brotes han
afectado a numerosas personas al mismo tiempo. Esta problemética no es
nueva, pues en Chile (Mattos et al., 200) Brasil (Kobayashi et al., 2005) y Peru
(Warner et al., 1999) ya han reportado brotes en la region del Amazonas, en
areas donde la poblacion vive en condiciones precarias que facilitan las
agresiones por quiropteros, como consecuencia de métodos de produccién
agropecuaria que modifican el habitat local de las especies silvestres
(desmontes, mineria, desplazamiento local del ganado). En esas situaciones,
las agresiones reportadas siempre fueron nocturnas, con el 62.9% de las
mordeduras en los pies, el 2.9% en la cabeza y 22.9% en otros lugares del

cuerpo.

Debido al papel que juegan los murciélagos hematofagos en el ciclo de
transmision de la rabia hacia animales domésticos como el ganado y los
perros, asi como en otros animales de vida silvestre, se decidio estudiar en
este trabajo la prevalencia del virus de la rabia en los murciélagos
hematofagos; asi mismo se incluyd en el estudio a los murciélagos no
hemat6fagos ya que estos por lo general viven en las mismas cuevas con los
hematofagos y pudieran participar en la conservacion y diseminacion del virus

dentro de la cueva.
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Este estudio se limit6 a dos areas de la Republica mexicana, la
Huasteca Potosina y una region del Estado de Sinaloa. En el primer caso se
presentan anualmente un namero considerable de casos de rabia paralitica
bovina provocada por mordeduras de murciélagos hematéfagos; por lo tanto
esta region estd en constante monitoreo dentro del programa de control y
vigilancia de la rabia de SAGARPA en conjunto con los comités estatales del
Servicio Nacional de Sanidad, por lo que los sitios visitados estaban ya
designados por este plan en el estado de San Luis Potosi el cual se ha
realizado desde hace 16 afos; en este programa se realizan capturas de
murciélagos hemat6fagos para ponerles warfarina en sus espaldas con el fin de
que estos murciélagos al llegar a sus cuevas sean acicalados por sus
congéneres, con lo cual ingieren la sustancia anticoagulante lo que les
ocasiona la muerte; este programa solo se realiza cuando el ganadero reporta
casos de mordedura por murciélagos o cuando se ha reportado casos de rabia
paralitica bovina. Cabe mencionar que durante los programas de captura
también se pueden atrapar murciélagos no-hematéfagos, los cuales
tradicionalmente se han liberado. Nuestro grupo de trabajo junto con otros
colaboradores de diferentes instituciones nacionales (SAGARPA, SERVICIO
NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA, Y
EL CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE INVESTIGACION PARA EL DESARROLLO
INTEGRAL REGIONAL-IPN (CIIDIR-IPN) UNIDAS SINALOA como de Estados
Unidos (UNITED STATES DEPARTMEN OF AGRICULTURE-ANIMAL AND PLANT
HEALTH INSPECTION SERVICE (USDA-APHIS), aprovechamos estos programas
de captura de murciélagos para obtener muestras para los estudios de
inmunofluorescencia y de Biologia Molecular que se propusieron en este
estudio para determinarla prevalencia del virus y tratar de identificar las
variantes del virus involucradas en esos brotes. Adicionalmente, se realizaron
capturas de murciélagos en colocando redes en la entrada de las cuevas.

El estado de Sinaloa se incluy6 en este estudio debido a que en este
estado no hay suficientes reportes de rabia paralitica bovina o canina, algunos
han considerado este estado como libre de rabia. Por lo que resultd interesante

incluirlo en el estudio. En este caso solo se empled la captura colocando redes
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de niebla en la entrada de las cuevas. El monitoreo se realiz6 en colaboracion

con el CIIDIR unidad Sinaloa en el municipio de Guasave.

Debido a que el virus de la rabia se debe manejar con medidas de
bioseguridad, en este trabajo se vacuno contra rabia a todo el personal que
trabajo tanto en la captura como en el procesamiento de las muestras en el
Laboratorio; ademas, en el laboratorio se tiene designado un area especial de
trabajo con material y reactivos propios de tal manera que se trata de asegurar
la contencion del virus para evitar posibles contagios por accidentes. En esta
area de trabajo especial se procesaron las muestras con todas las medidas de
biosegurididad posibles.

Con base a los resultados de inmunofluorecencia obtenidos, el 4% (prevalencia
de 0.039) de todas las muestras fueron positivas al virus de la rabia. De los
cuales, 1.8%, 2 murciélagos hematofagos, fueron positivas y el 5.7%, ocho de
los no hematéfagos fueron positivos al virus rabia, como se puede ver en la
tabla 10. De los murciélagos no hematofagos positivos 2 fueron insectivoros
(Natalus sp y Pteronotus davyi), 2 frugivoros (Artibeus sp y Enchistenes sp) y

1 polinivoro (Leptonyscteris)
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Tabla 10. Especies de murciélagos positivos a IFD

Especie
No Hematéfago
Hematofago _ _ _
Frugivoro Insectivoro Polinivoro
Artibeus sp Natalus sp Leptonycteris
; ; Desmodus
San Luis Potosi sp
rotundus i

Enchistenes sp
Sinaloa Pteronotus davyi
NUmero de
muestras positivas 2 8
alF
Prevalencia total

0.018 0.057

Porcentaje 1.8 5.7

Estos resultados no se esperaban ya que los murciélagos hematofagos
son considerados los transmisores de la enfermedad; sin embargo, la
prevalencia fue méas alta en los no-hematéfagos; estos resultados podrian
deberse a que en los programas de control en el Estado de San Luis Potosi
abarca la eliminacién de murciélagos hematéfagos pero los no-hematoéfagos
quedan fuera de estos programas; lo cual implica que en las cuevas estos
murciélagos pueden transmitir el virus a los hematéfagos cuando estos ultimos
los agreden; las agresiones pueden deberse a la falta de espacio, lo cual obliga
a la lucha por su territorio, o bien por falta de comida que hace que los
hematéfagos agredan a otros murciélagos para obtener alimento para sus
crias, por ejemplo. A pesar de la importancia que podrian tener los murciélagos
no-hematofagos en la diseminacion del virus de rabia dentro de las cuevas,
seria arriesgado para el ecosistema aplicar medidas de eliminacién de las
especies de murciélagos no-hematofagos ya que cumplen con funciones
importantes dentro del ecosistema como la polinizacion, el control de insectos,
la dispersion de semillas, etc. Asi que, las medidas de control tienen que seguir

una estrategia diferente.
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En otros estudios en Latinoamérica se ha determinado que el principal
transmisor del virus de la rabia es el murciélago hematéfago, Desmodus
rorundus, que es responsable de la transmisién de la rabia paralitica bovina.
Existen otras dos especies hematofagas, Diphyla ecaudata y Diaemus youngii,
las cuales no han sido consideradas como importantes en el mantenimiento del
ciclo silvestre de la rabia. En estos estudios también se concluyé que las
especies no-hematdfagas son reservorios de la rabia y se piensa que
mantienen ciclos endémicos independientes (Favi et al., 1999).

México es un pais con una gran variedad de especies de murciélagos
hemato6fagos como son Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus
youngi. La especie D. rotundus habita una altura menor a los 2000 msnm a los
largo de los litorales tanto del pacifico como del golfo de México; sin embargo,
con mayor frecuencia se han hecho hallazgos de estos murciélagos a una
altura mayor y en condiciones de baja humedad. Esto posiblemente se pueda
deber a la invasion de sus areas naturales, asi como la accesibilidad del
alimento.

En diferentes épocas se han reportado cada vez mas especies de
murciélagos no-hematéfagos involucradas en la transmision del virus de la
rabia, como en Florida 1953 se notificO un caso de rabia por murciélago de la
especie Lasiurus intermedius; en Europa se ha aislado el virus en ejemplares
de las especies Epseticus serotinus y Myotis dasycneme (que fueron de
importancia publica), asi como en Colombia (Mejia et al., 2001).

En Latinoamérica existen aproximadamente 250 especies de
murciélagos no-hematéfagos; los cuales pueden estar involucrados de una
forma u otra en la transmision de este virus; por ejemplo, en Chile la rabia
canina se erradico desde 1985 y la enfermedad se mantiene en un ciclo
silvestre principalmente por la especie Tadarida brasiliensis; en México se han
identificado una gran variedad de especies que pueden participar en estos
ciclos tales como Mormoops sp., Artibeus sp., Leptonycteris sp., etc. (Romero-
Almaraz, M. 2006); las poblaciones de murciélagos no hematofagos en México
es muy diversa por ejemplo, Lassiurus sp Artibeus sp., Mormoops sp,
Pteronotus sp Micronycteris sp Leptonicteris sp. etc. muchas de ellas se les

pueden encontrar en todo el pais. Cabe mencionar que también en este
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trabajo se encontr6 que algunas de estas especies de murciélagos no-
hematofagos fueron como positivas al virus de rabia, ademas de Natalus sp.,
Pteronotus davyi; lo cual sugiere que otras especies pueden estar involucradas
y que no se han encontrado como portadoras de este virus. La especie
Pteronotus davyi es la primera vez que se reporta como positivo a virus de
rabia en México.

Por otro lado la complejidad de la diseminacion de la rabia y su control
se ha incrementado en el mundo a lo largo de los afios, no solo en su ciclo
urbano sino que cada vez se le pone mayor énfasis al ciclo silvestre, ya que el
manejo de los factores bioldgicos y ecoldgicos es complicado. La complejidad
se incrementa cuando se considera que existen diferentes variantes del virus
de la rabia en México y el mundo, y que estas variantes se relacionan con
diferentes especies de carnivoros silvestres tales como mapaches, zorros,
mofetas, etc. y otras se relacionan con murciélagos.

Una medida de control que se ha sido efectiva para el control de la rabia
en su ciclo urbano es la vacunacion; sin embargo, se han hecho intentos para
llevar a cabo pruebas para desarrollar vacunas para algunas especies de vida
silvestre, pero es dificil, costoso y con resultados pobres (Hanlon et al., 1999);
hasta hace poco en Estados Unidos se estaba intentando vacunar algunos
animales como mapaches y zorros; sin embargo el costo es muy alto con

respecto al beneficio proporcionado a estas poblaciones.

El diagnéstico de rabia por inmunofluorescencia directa tiene sus
ventajas por ser relativamente de bajo costo y mas accesible a los laboratorios
regionales de diagndstico de rabia en México; sin embargo, este tipo de
estudios tiene la desventaja de que el resultado depende de la pericia del
técnico de laboratorio para dar un resultado certero; ademas, de su baja
sensibilidad, se ve limitado a dar un resultado positivo 0 negativo sin poder dar
informacion acerca de la variante del virus involucrada en la enfermedad. Por
ello se ha desarrollado un método para la caracterizacion del virus de la rabia
basado en un panel de anticuerpos monoclonales (Diaz et al., 1994), con los
cuales se puede identificar por inmunofluorescencia las variantes antigénicas

del virus segun el perfil de positividad que se encuentra cuando se emplean
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estos anticuerpos; es decir, que la combinacion de resultados positivos que se
generan por estos anticuerpos da la variante del virus y no es que cada
anticuerpo monoclonal de positivo a una variante; de esta manera, la
identificacion de la variante depende de nuevo del criterio del técnico para
discriminar entre negativos y positivos, y entre estos ultimos diferentes grados
de positividad. A pesar de estas limitantes, mediante el empleo de estos
anticuerpos se identificaron las variantes que circulan en México (Velasco-Villa
et al,. 2002) en los murciélagos, ganado vacuno y otras especies y se
identificaron las variantes V3 (vampiro), V-4 Murciélago (Tadarida brasiliensis
spp), V-5 Vampiro (Desmodus rotundus), V-9 Murciélago (Tadarida brasiliensis
mex) y V11 (vampiro), V-8 y V-10 (zorrillo) y V-7 (zorro); incluso se ha
identificado la variante 1 (perro) en murciélagos.

Auln cuando se considera que la prueba estandar de oro sigue siendo la
inmunofluorescencia, actualmente se estan realizando aislamientos en cultivos
celulares para el abasto de cepas vacunales y de virus para los estudios
moleculares; asi mismo se estan desarrollando nuevos métodos diagndstico
mas eficaces, rapidos y certeros que permitan hacer la diferenciacion de las
variantes que estan ocasionando los brotes. En este contexto este trabajo ha
pretendido contribuir al desarrollo de la identificacién de virus rabia por técnicas
de biologia molecular a través de la amplificacion de una region conservada del
gen N del virus de la rabia; la cual después de ser secuenciada se podra
incorporar a arboles filogenéticos para establecer su relacién con otros virus de
rabia que estan circulando en la Republica mexicana; esta informacién podra
ayudar a explicar las rutas de diseminacion de los virus en una regiéon o entre
regiones o estados de la republica.

El estudio del exodominio de la proteina G del virus de rabia es
importante ya que esta proteina es la responsable de reconocer los receptores
en la superficie de las células; cualquier cambio en la secuencia de
aminoacidos de este dominio puede implicar también nuevas adaptaciones a
nuevas especies; ademas, esta region es importante en los mecanismos de
inmunidad, ya que los anticuerpos generados contra esta region podran
neutralizar el virus e impedir que se adhiera a la superficie celular, siempre y

cuando esta no experimente variaciones significativas que ya no permitan que
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le anticuerpo se una. Lo anterior es importante porque se ha visto casos en
animales de vida silvestre que han sido vacunados con la cepa vacunal de
perro pero que luego han desarrollado rabia debido a que no quedaron
protegidos para nuevas variantes del virus que pueden estar apareciendo en
vida silvestre. De esta manera, el estudio molecular de esta region en los
diferentes virus de rabia aislados permitird hacer una comparacion en esta
region de la proteina G y se podria determinar si una cepa puede inducir
proteccion contra otra cepa 0 no. En este trabajo no se pudo cubrir estos
aspectos, por lo que quedardn pendientes para trabajos de investigacion
posteriores.

CONCLUSIONES

e Se realizd6 la estandarizacion de la prueba de
Inmunufluorescencia Directa; con la que se encontré que de las
253 muestras de los murciélagos, el 4% resultaron positivos al
virus de la rabia (prevalencia de 0.039); los murciélagos no-
hematéfagos presentaron una prevalencia tres veces mayor que
los hemato6fagos.

e Se observo efecto citopatico en el cultivo de células BHK21 a las
48 horas de ser inoculas con virus de la rabia de la cepa LP1249,
en las que se identifico por Inmunufluorescencia Directa este
virus, por lo cual se empleara para hacer el aislamiento del virus
de rabia en las muestras positivas.

e Se realizé la estandarizacion de las pruebas de RT-PCR para la
del gen N y G del virus de la rabia en murciélagos; asi como de
PCR anidado para el fragmento de 285pb para el exodominio de
la proteina G.

e En la localidad de Cerro cabezon del municipio de Guasave, se
encontréO un ejemplar positivo al virus de rabia de la especie

Pteronotus davyi, identificado por ID y por RT-PCR del gen N.
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