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20 I N TRODUCCTIOWN

ANTEGEDENTES

La rabia es una enfermedad & la cual son susceptibles tbdus 1os anima-
les de sangre caliente, incluyende al hombre, pero con una sensibilidad muy
variada a la enfermedad seqgin la especie, pudiéndose diferenciar en: a) muy
sensibles: carnivoros de fauna silvestre, gatos y bovinos, b) medianamente
sensibles: perros, ceballos y primates, c) poco sensibles como el hombre (32).
El viruas se encuentra presente en la saliva de los animales enfermas y en con
secuencia su transmisidn se lleva a cabo regularmente por mordedura. Esta en
fermedad recibe variocs sinbnimos entre los que se encuentran: hidrofobia, de-
rriengue, mal de caderas, Tolwut 6 Wut, Le Rage, Encefalomielitis bovina y ra
bia paresiante & paralitica (7, 27, 32, 70).

£l periodo de incubacidn es usualmente de 1 & 3 meses peroc puede variar
de 10 a 240 dias siendn la mortalidad en el hombre de casi el 100% (4, 32).
La historia de esta enfermedad ha sido asociada primariamente con las espe---
cies caninas y su antiguedad data de hace méAs de 2000 afios A.C. ya que las ci
vilizaciones que florecieron en las mérgenes de los rios Nilo, Eufrates e Indo
ya la conocisn y la etribufan a condiciones meteorolégicas, castigos pitolégi
cos O a la ingestidn de alimentos prohibidos (4, 47, 59). Demfcrito 550 afios
A.C. describif la rabia en perros y snimales domésticos. Aristdteles 322 afios
A.C. escribid en su libro "Historia Natural de los Animales" la descripcién de
la transmisitn de la rabia por mordedura de perros enfermos a otros animales.
Celso en el afin 100 A.C. reconocid la relacidn entre le rabia humana y canina
recomendando cauterizar las heridas provocadas por animales rabiosos. Galeno
200 afios A.C. sugerfa la reseccifn guirlrgica del brea afecteds como medida -

terapéutica (4, 32, 47, 59). En América no existie la hidrofobia canina an--
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tes de la llegada de los espafioles conguistadores, sin embargo, hay referen--
cias individuales indirectas de la rabia en vampiros como quedS cansignado en
la Cronica de la Conguista de Dari6n de Fernéndez y Oviedo del afic 1514 y en
la Historia del Descubrimiento y Congquista de Yucatén de Francisco Molina de
Solis de 1527, en las que se relaciona el stague de vampires a hombres y ani-
males con la aparicién posterior de la enfermedad., Aldrovandus en 1680, pre-
venia a hombres y animales contra la ingespién de estiércol de murcidlago, su
lengua O corazén porque producian horror al agua y muerte (56, 59).

En los afios 1714 y 1741 aparecen los primeros registros en Antillas y
Barbedos respectivamente (59). En 1753 esta enfermedad fuf diagnosticads par
primera vez en Norteamérica en los Estados Unidos y en lo que respecta a Suda
mérica fué en el afio de 1803 en Per( en la cual surgib una epidemia violenta
en 1a cual tan solo en la Ciudad de Ica murieron 42 personas (56, 59). En Ca
bo San Lucas, en Baja California Sur, en el afo de 1870 se seiiala la presen--
cla de rabia en el zorrillo manchado.

Pero a pesar de todo lo anterior, 1B investigacitn de cardcter cientifi
co acerca de su transmisifn y prevencién comienza con los estudios de Pasteur
Junto a Chemberlain, Roux y Tuillier que demuestran su virulencia en el Siste
ma Nervicao Central de los animales enfermos de rabia e inoculan el materisl
sospechoso para reproducir la énfermedad y postulan la naturaleza microscépi-
ca del virus la cual no fue establecida sino hasta 1903 por Remlinger que com
probd gue el virus pasa a través de filtros Berkefield (4, 49, 56, 59). Du--
rante los afios 188461888 Pasteur y sus asociados alteraron la patogenicidad -

viral por pasaje intracerebral seriado en conejos basta gue en el afio de 1885

se reesliza le primera vacunacibn humana en la persona del nifio Joseph Maister
con un virus atenuada por la desecacifin de la médula espinel durante 14 dias

y empleando inyecciones en dias sucesivos durente 15 a 20 dias con el virus
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desecado, con intervalos progresivos menores (18, 49, 56). Roux en 1887 in-}
trodujo el uso del glicerol como un preservativo para mantener la viabilidad
del virus en el tejido infectado. Esto fué aplicado a la produccifn de vacu-
na por Calmette en 1891 por lo que el tejido de médula espinal desecada de in
fectividad variads pudo ser almacenadoc en glicerol. Fermi en 1908 fué el pri
mera en usar el tratamiento guimieo en suspensiones de virus fijo para la pre
paracidn de vacuna. Semple en 1910 modificd este método con fenol y demostrd
gue la suspensidn virsl tratada asi no era infecciosa y retenia su capacidad
inmunizante; mAs tarde Umeno y Doi en 1921 iniciaron posteriores modificacio-
nes (32, 49).

En 1903 ge logrd un avance en el diagndstico da la rshia ya que Negri -
descubre los cuerpos de inclusitn intracitoplésmicos en las neurcnas de anima
les infectados y posteriormente en 1930 Hoyt's y Junge Hut's utilizan la ino-
culacién intracerebral en ratones albino suizos como técnica de diegndstico.
En 1939 se adapta el virus al embrién de pollo y pato obteniéndose cepas avia
nizadas para inmunizar a hombres y animales y ya en el afio de 1968 Sellers --
aplich el método de tincibn directa e histopatologia en el diagndstico de ra-
bia (27, 49).

En la década de las 50s se inicia la observacidn de las reacciones Ag-
Ac mediante el uso del microscopic de fluorescencia por Coons y Kaplan y en
1958 Goldwasser y Kissling splican eats técnica al diagnfstico de la rabia.
El procedimiento consiste en marcar el Ac deseado con un fluorccromo comg el
Isotioscianato de Fluarescelna (FITC) & tetrametilrodamina dejando que el Ag
especifico cuya presencia se quiere determinar y chservar en el microscopio
de fluorescencia; esta prueba bien realizada es répida, tiene bajo costo y es
mas exacta que la prueba hiol6gica 6 que el exémen de extensiones & cortes

con los procedimientos ya conocldos (25, 39). Ya en 1969 Schreider reporta el
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método gue utilizd Levaditti en 1935 usando colarantes innespecificns para
detectar los corpdsculos de Negri en improntas de epiteliu curneal que pue-
den ser aplicadas al diagndstico de rabie in vivo utilizando los anticuerpos

fluorescentes {(45).

ETIOLOGIA

El virus de la rabia ha sido aaignadu al grupu Rabdnuiru S
me janzas bioquimicas y morfoldgicas que tiene en cnhun con el’ virus de 1a es
tomatitis vesicular del ganado y designado dentro de la especie Lyssavirus -i
(3, 22, 24, 30). Se considera gue no tiene serotipos aunque en afios rgcienr
tes se han aislado en Africe 3 virus relacionados serolfgicamente al delia
rabia, el Mokola, Lagos y Duvenhage que bien pudieran ser serntipos ya que -
comparten el Ag interno nucleoproteinico y se ha propuesto clasificarlns en
4 serotipos, de los cusles el virus clésico rébico fijo (CUS) es el serutipo
1. A la cepa murciélago Lagos (Lagos Bat Uirus) aisladg de quiruptern; f:qf
givorea de Nigeria (Eidolan helvum) se le designa como serotipo 2 y a la ce-
pa prototipa Mokola (MOK) sislada de musarafias africanas (Crocida spp) y de
dos casos humangs como serotipe 3. Las cepas aisladas de mosquitos (Culicoi

des spp) y de un caballo en Nigeria y de mosguitos Mansgnia uniformis en Su-

dén constituyen el serotipo 4. Los estudios comparativaos de patogenia realji
zados en hémsters y empleando cepas de los serotipos 1 al 3 demuestran que -
los 3 virus son similares en cuanto a tropismo y al curso de la infeccién -«
(32, 64).

E1l virus rébico tiene un genoma RNA de cadena dnica y cuya nucleocépsi
de es helicoidel. El virifn es cilindrico, en forma de bala y mide aproxima
damente de 75 a 80 nm de diémetro por 180 nm de longitud. L& nucleocépside

se halla envuelta por una cublerta glicoprotelce que pasee plas de 10 nm de
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de largo (40). La densidad de flotecifin del virion es de 1.20 g/ml en CsCl
(4, 27, 49, 63).

CARACTERISTICAS BIOLUGICAS

€l virus rébico es l&bil al éter, a soluciones &cidas y basices con pH
3-11 (39), es inactivado a altas tempersaturas y a las rediaciones ultravioleta,
al igual gue con bicloruro de mercuric. Resiste la desecacidn y puede ser es-
table también a la congelacibn y descongelacién repetidas a la liofilizaci6n y
a la accidn de algunos desinfectantes comg el etenol al 45-70%, preparados yo
dados al 0.1%, compuestos de amonio cuaternarios 1:500 y 0.5% de formalina. Es
resistente al fenol hasta en suspensiones 0.5% de éste por varios meses a 49
(&4, 32, 35). Su &cido nucleico se inactiva con betapropielactons en una con--
centracién de 1:6000 en 2 horas (32, 35).

Posee dos amtigenos principales, uno el interno que es de composicién mu
clecproteinica y el otro es de composicifn giicoproteica que esté enrla énvol-
tura y que es el responsable de la formacién de anticuerpds'ﬁe;f;éii;;ﬁteé.y -
fijadores de complemento (35). Lo

Se conocen dos tipos de cepas réhicas que son:

a) Las clhsicas conocidas como cepas de "virus de calle" aisladas en ani
males infectados naturalmente que se caracterizan por tener un periu&u de incu
bacidn prolongado y variable lo que les db la capacidad de inyadir g}éndulas -
salivales y otros Grganos del cuerpo ademis del cerebra (4, 39).

b) Las cepas fijas o de laboratorio a las gue pertenece ﬁi;CUS (Challen—
ge Virus Standard) que fué modificada por Pasteur y que se caracteriia par ha-
ber sido adaptada al tejido cerebral de ratones presentando unipebiudn de incy
baclifn constante y corto lo que le imposibilitas invadir gléndulas salivales O

atros drgangs. FEl Comité de Expertos de la OMS en Rabla (1973) ha sefialadg --
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gue en ciertas cundicinnes el virus iju puede  ser patugeno para el humbre y

los animales (39). El v1rus-puede er;‘ultivadn in v1tro en‘diferentes lineas

celulares en las cualea\fup "lucalizaciun intra—

citoplésmica (4, 39, 55, 58).
PATOGENESIS

La relacifin que existefehtré os-signos motores

en el sitio de exposicién es euide

nervios periféricos (8, 31, 32). Una vez que ha.ocurri

Tus rébico eate se pueds detecﬁar en sangrg dc hor:
cibn de grandes dosis pero se debe salaméhtef? L
de caracter fisico.

Tipos de infeccidn:

a) £s el tipo més simple, 3 horas,despue egqbaerVa‘una
fase negativa & sea un periodo de eclipse:du' nte: e
ser detectada nl tampoco se nultipliqaﬁi ;

h) El virus se Pijm @ la membrahé geiulé
a completar el ciclo de maduracidn y purfiqfta
fectada. S

c) E1 virus se fija y comleta el.bic1b3

calmente pero no llega @ encontrarse en la sangr A incuba

cién.

d) E1 virus se fija y,cunpleta;eikbi 1

trada (en donde la‘célula'ihféctédéﬁpued e

Bi4n sistémice pero sin sintomas: clinicc de
2) E1 virus penetra en la celula (miucito y eurana)'y cnmplete au ciclo

e lnvade gl organismo afectando el SNC produciendu la enfermedad y un desenla-
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ce fatal. Este es el tipo mhs comin de infeccidn réblca en los caninos aun=
que hay excepciones ya gue despufs de haber padecido la enfermedad hay algu-
nos que se recuperan totalmente y en forma esponténea debido a la formacidn
de anticuerpos neutralizantes, sintesis de interferdn & por invasifén de cély
las T (2, &, 11, 12, 16, 32, 65).

La patogénesis rébica puede segmentarse en dos fases primordieles:

1.~ Fase de conduccidn centripeta.

2.~ Fase de transporte centrifugo (4, 8, 20, 55).

La primera fase se describe siguiendo la mordedura del snimal rabicso
f la entrada del virus a través de una abrasién en la piel, via nasal por
el nervio olfatorioc & vie oral a través de las papilas gustativas por las
cuales penetra el virus in situ y permanece durante 2 horas. Después pene -
tra al clitoplasma y se eclipsa par un periodo de 18 horas después de las cua
les inicia su multiplicacidn en los mincitpa, alcanzando su maximo a las 72
horas (23). De aqul comienza la invasidn del SNC via un flujo axonal por los
nervios periféricos a una velocidad aproximada de 3 mn/h semejante a la del -
poliovirus (38, 39). Una vez que ha llegedo al SNC se multiplice masivemente
y se distribuye en forma centrifuga de la cual resulta la invasibn de ague --
llos tejidos gue tiemen un nivel metabdlico elevado (47) y tejido glamdular -
de secrecibn mucosa para encontrarse por lo tanto en tejido nervioso (SNE y -

SNP), misculo esguelético, saliva, gléndulas salivales, liquido cerebrueapinal

foliculo piloso, pAncreas, pulmdn, humor acuoso, glandula lagrim

humur u1~

treo, epitelio cornesl, corazbn, riﬁﬁn uteru placentay 17),

test{culo, gléndulas suprﬂrrenales, lengua, raray /ilbs flul

dos del cuerpo (4, 23, 41, 47).



PATOGENIA EN HUMANOS

La especie humana es una de;las;més;resiaten;eéia}ial:abia“‘ila”yié de

de un afio par regla general (&4, &0).

micas. En algunos casos la encefalitislesfdemnqA ada;

que no siempre estén presentes en una infe

PATOGENIA EN CANINOS

El perro es la principéiifuehtefdé‘infeccién‘humaha;, El*animalyydrdida
puede desarrollarla en 10 dias aunque en, Fnrma natural ucur“ ’
gue es el periodo de incubecidn y depende de 1a cantidad de virus inuculad+ v
de la patogenicidad de la cepa. Los perraos mayores de 2 mese5»y ‘menores de 1
afio son los més susceptibles a la infeccidn ya que el porcentéje desclende -

conforme avanza la edad y ademis el macho es el mds afectado debido a su ma -
yor exposicion a la calle. En cuanto al comportamiento estacional se ha ob -
servado un aumento de la pablaciﬁn infectada durante primavera v veranu y una
disminucibn en otofio e inviernu lu cual se asgeia el eatro de las hembras. -

murdeduraa que penetran 8 nivel subcutanon

La transmisifn se lleva a cabu o

e intramuscular y uralmente. Las leaiunea caracteriaticaa 8on encefalitia ge

neralizada con cnrpusculna de Negri (22, hl)
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PATOGENIA EN GATOS

Existe alguna evidencia de que los gatos pueden ser mAs resistentes que
los perros a una infeccién experimental por via intramuscular con virus rébi-
co de calle pero més susceptibles que los perros cuando se inocula virus fijo
intracerebral. El periodo de incubacidn es de 2 @ b semanas con una media de
18 di{as mientras que los perfodos de enfermedad clinica desde la aparicién de
los primeros sintomas hasta la muerte varfan de 1 a 11 dias con una media de
5. Se ha visto gue aproximadamente el 70% de los animales infectados experi-
mentalmente sufren rab+a furiosa y en el 80% de los casas el virus se aisla
de gléndulas salivales comenzando la excrecidn 1 a 3 dlas antes de que aparez
can los sintomas, continuando hasta la muerte e incrementéndose la cantidad
de virus excretado conforme la enfermedad progresa. Generalmente a los 2 O &4
dias de presentarse los sintomas de excitacifin sobreviene la parflisis del

tren posterior (5, 21, 53, &0).
PATOGENIA EN BOVINOS

En esta especie la rabia es transmitida por vampiros y el periodo de
incubacién es large, fluctuanda entre 25 y 150 diss. Recibe diferentes nom-
bres en cada pais como "mal de caderas y rabia paresiante" en Argentina;"pqg
te das cadeiras" en Brasil; "hueguera y renguera" en Colombia y Costa Rica;
"derriengue y tRonchado" en México; "huequera" en Panamd; "mal de caderas" y

.

"tumb} baba" en Paraguay & rabla desmodina como la denomind IéllezﬂGirbn (u).

CUADRO CLINICD

€1 cuadro clinico de la rabia ha experimentado mndifica&idnesfperb ae

7 pueden encontrar 3 periodos de manifestacién que son el ptudrﬁmicu‘ﬁ me-
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lancélico, el excitativo & furioso y el parslitico & depresiva (4, 34).

a) Periodo Prodrimico.~- Generalmente duré de 2C3 dias pero hay ocasig
nes que pasa inadvertida pues los sintamas son poco marcados. Se manifiesta
un cambio en la conducta y existe midriasis, miosis, nistagmo e hiperexcita-
bilided gue se hace patente paor scbresalto por mut;vn de estimulos externos
0 ruido. La parestesia en el punto de la mordedurs causa prurito. La inges
tidn de alimentos cesa (34). 7' ,

b) Periodes Excitative & Furiosa.- Lé dﬁracién de este periado es de
medioc dis a 3 dlas y se caracteriza por inquietud, nerviogismo, irritabili -
dad, excitabilidad, fotofobia e hiperestesia. Hay paridlisis de cuerdas vocs
les y espasmos musculsres los cuales provocan altersciones en log sonides ~-
emitidas. La pupila se dilata, salivacién, trastornos de la micci6n, estre-
fiimienta, canvulsiones y muerte (34).

©) Periodo Paralitica.- Oura algunas horas y se carscteriza por paro
bulber, pardlisis leringea, egtrabismu. nis}agmu, ataxia que sumenta hasts
llegar la parflisis totel y finalméﬁteviérmuerte por paralisis respirataria.
En el ser humano las 3 periudna se presentan invariasblemente hasta llegar la
parélisis, mientras que en log animales hay ocasiones en que la enfermedad -

se presenta en forma atipica (34),
SIGNOS CLINICOS

EN HUMANOS

Se inicia cen una sensaciGn de snguatia, ceféleaé; hipertermia en 1
a 1.5°C que puede llegar hasta 419G, anorexia, nbusess, ;nflamacién de gar-
ganta, sensaciones extraras en 1a herida. Este periodo dura 3 a 4 diasy
posteriormente pasa a la fase de excltacifn la cual se manifiesta como an-

sledad, nerviesisro, hiperestesia, fatofobla, hipersensibilided al sonldo,
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midriasis, ptislismo, contracciones espasmadicas laringofaringees, tics fa-
ciales, lagrimeo, hiperpnea, aumento de tonicidad muscular, espasmos de mis
culos respiratorios y convulsiones, Finelmente, se pasa & la fase de paréli

sis que desencadera la muerte al individuo por un paro cardiorespiratorip =-

(4, 32).
EN PERROS

.En 1a fase prodeémica manifiestan un cambio de cunducta;Lhiﬁéfégégté; :

fases finales puede haber cunvulaiunes generalizada' ‘>ncnordinacion muscu —b

lar y parélisis de las: musculos del truncu y de laa extremidades..'La fase -

muda se caracteriza pur sintumaa paraliticos preduminantemente, eatendo la

fase de excitacién muy curta & ausente 1, 4, 32).

EN GATOS

La sintomatologia es similar a la de los perros aunque la mayor parte
de las veces la enfermedad es de tipa furioso (7&%) mientras que ia de tipo
paralitico es menor (26%). A las 2 6 & qiaa de presentarse las sintomas ==
excitativos sobrevienme la parflisis del tren pnateriur. En todaa las -espe-
cles se encuentran casos con aignua alternantea de excitaciun y quietud -
{10, 32). El pericdo prodrimice dure de 2 a 3 dias V. exiate elavacién de la
temperaturs, dilatacién pupilar y disminucidn del refleja corneal. El pe -

rlodo excitativo dure de 3 a 7 dlas, se incrementa la excitabilidad y exci-
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tacion a estimulos externos, fotofobia, arafia el piso, atrepa ohjetos imagi-
narios con el haoclco y cnme ubjetos 1nusuales, pérélisis de misculos de de -

glucidn por 1o cusl: hay salivaclbn, cunvulsinnes y en la mayuria de lus ca -

sas la muerte (5)

La fase paralitica 1ncrementa la selivacién y se generaniza la paréll

sis 8 todo el cuerpu Y la muerte acurre al 20 a u. dia de aparecer lus sin

tomas clinicas aubrevinianda coma y muertg (5 62)J-“
EN BDUINOS

Predominan los sintnmas paralitiens, dé:éﬁiméies afectados se alejan
del grupo y algunos presentan pela erizado y ﬁﬁpilas dilatadas, somnolencia

y depresion. Ocurre lagrimeu,rcatgrro ngsal, ataxia, priapisma e hipersensi
bilidad en la zons mardida‘por‘éi mqrciélégo hematé?agu, los accesos de fu -
ris son raras, al avanzar ia énférmedad se cbservan contracciones tonicoclé-
nicas de grupos musculares del cuglld, trongo y -extremidades, dificultad de

deglucibn, dejan de rumiar y Fihélmenie_@lega la muerte. -los signos parali-
ticas suelen presentarse'ent;éréiWZG. y 3o. dia después de iniciarse los.sin

tomas. La enfermedad dura 2 & 3 dias extendiéndose hasta 8 & 10 dfas (4,32).

EN OVINOS, CAFRINGS v EQUINGS

Se presenta anorexia, dificultad de deglucién, hiperestesia, mirada
fijs, actitud de alerta, aleteo auricular, cnnatante muvimientu de ‘caheza, -

aton{a ruminal, trismos, nistagma, chuque con cusas,ﬁ }' espasmpsrmusculg

res, incoardinacitn motara, postracidn, salivaninn; ;ph ilsi :aiﬁibultad

respiratoria y muerte con bramidas (1, b} 32} h?);'
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EN ANIMALES SILVESTRES

Le duracibn de la enfermedad es de 2 a 9 dias G de 2 a 6 semanas de-
pendiendo dependiendoc de la especie afectada, la mayoria presenta la forma
furiosa y alguros la mude y paralitica. €n los murciélagos hematdfagos y -
los no hematfagos se observan les dos indistintamente. Los zorros, chaca-
les, lobos, coyotes son los més susceptibles. Las mofetas, mapaches, mur -
ciélagos y mangostas manifiestan un menor grado de susceptibilidad, mien --

tras que las zarigueyas son poco susceptibles (1, 4, 32, &7,

EN CERDUOS

En esta especie la presentacidn es més dramética y muy violenta ya
que dejan de comer, tienen hipersensibilidad a lus estimulos extermas, an-
siedad, mirada perdide, salivacifn, diflcultad para beber, parélisis farin
gea, muerden todas las cosas mbviles, dif%nultad paras caminar, emiten rui-
dos roncos, dificultad respiratoria, se szotan y presenten convulsianes y

mueren. ARlgunos tienen cusdros pasivas (1, 4, 32, 47).

EN AVES

La rebia adgquirida naturalmente en esta especle es excepcional sun-
que si se llega a presentar., Esencialmente las rapaces son susceptib;es en
forma natursl s la rablia, sungque su resistencia a la infeccidn e§ muy gran-
de, de tal Farma que por inoculacidn experimental 1ntracerebiQIMEpﬁél(cnn 1
cepa de virus de calle), solo se pravocen sintomag clinicué‘en un 70%‘de los
inoculados y su mortalidad no es més del 50%. E1 virus rébiﬁd'aolo se en -
cuentra en el cerebro de las sves muertas y sungue no se observan corplscu -

los de Negri al hacer la pruecba de inmunofluarescencis reaulté‘positiva (e0).
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PRESENTACION CLINICA

Se han catalogado tres formas de presentacidn de la rabia basando su
identificacidn en la sintomatologia predominante y son las siguientes:
1.- Rabia furiosa.- Periodo de excitabilidad prolongado (4).

2.~ Rabia muda O paralitica.- Asociada con los bavinos y el murciéla-

go hematdfago (vampiro) {4, 39, 47).
3.- Rabia abortiva.- De la cgal;s} rei

L7).

EPIDEMIOLOGIA ¥ EPIZOOTIOLOGIA o

Los problemas epidemiclégicos de- transmisidn de rébiéaen;la;acégélif
dad cubren un amplio espectro biolbgice que incluye tudnétlns‘énimales ha -
meotermos y algunos artrpodos sharcando diferentes regiones geogréaficas cu
ya fauna caracteristica puede se: afectada (incluso la regiGn Antértica). -
En la actualidad se encuentran algunos palses libres de la enfermedad como:
Guyana, Jamaica, Uruguay, Japbn, Gran Br;taﬁa, Palses Escandinavas, Portu -
gal, Espafia, Oceanla, Hawai e Islas Virgenes (4, 47).

La enfermedad se puede presentar en brotes epizootices O enzaoticos.
En la regién Artica act(a como reservorio el zorro &rtico (Alopex tagopus)
el cual puede trasnamitirla en forma ocasional por mordedura a los lobos (Ca

nis lupis), coyotes y perros de trineo e incluso a los osos polares. Ahara

se cuestiona si la comadreja (Mustela spp de cola larga) y el armifio (Muste

la erminse y frenata) pueden actuar como reservorios, al igual que el mapa-

che (Praogyan lator), la civeta (Civettictis civetta) y la mofete moteada de

la URSS (Vormela peregusma).

En la zona templada hay mGltiples reservorios naturales lo que la di

ferencia epidemiolfgicamente de la zone del Artico. En estos sitios pueden
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ser afectados el zarro rojo (Mulpes fulva) y el zorro gris (Urgcyan cinereo-

argentus) al igual que el zarrillo manchado (Spilogiale putorius) y el raya-

do (Mephitic mephitis). Pueden actuar como reservorios los murciélagas hema

téfegos de las siguientes especies (vampiros): Desmodus rotundus, Diasmus -

youngi y Diphyla ecaudata al igual gue la mangosta (Herpestes nyula) y los

murcif#legos insectlivoros y frugivoros (Artibeus, Tadaridase brasilensis y -

Myotis lucifugus). También se han encontrado las infecciones par vla respi

rataria en el Kudu (Tragelopus streptosiceros), (6, 33, 47, 52).

Desde el punto de vista epidemiolfgicp se ha clasificado a la rabia
en dos tipos: 8) Silvestre; que ocurre en forma enzootica y natural y afec-
ta @ animales siluestres y b) de tipa urbano la cusl afects a animales do -
mésticos (4, 49). Por otro lado se le puede clasificar epizooticlogicamente
en tres tlpos:

a) Rabia urbana.- Que afecta 41 perro y @l gato y &8 las mascotas de
grigen doméstico y es de tipo enzaotico y que son los principales vectores
de 1a enfermedad para el hambre (1).

b) Rabia rural.- (Que afecta & l= fauna gilvestre y pueden ser vectn-
res y reservorios muy impartantes,

c) Rabia silvestre.- Afecta a los murciélagos hematGfagos y también

a los murciélagos insectivoras y Frugivoras (47, 52).

DIAGNDSTICO

1.~ CLINICO.- Se basa en sintomas clinicos y en 1 situacién epizoo

tiolégice. Son muy impartentes los datos eportsdos por la anamnesis (aitua

cién epizootiolégics, ghnero de vide, destino del animal, duracién de sintg
mas, viejes precedentes, antecedentes de mordedurss, vacunacidn y si sale a

la calle). En coso de dude se puede sacrificer al animal después de tener-
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1o en ohservacibn durante: 10 dias y enviarlg a gﬁ'cgntrafdé Diagnﬁaticq}(b.

3h),

2.~ LABDRATDRIU.— Se dehe omar: envcuent la toma‘de:miestra; currecta

y su manejo adecuadu. Las~tecn1yas mp eadaa pr

son las siguientes:

a) Diegnbstico Histnpatulagicu. Se Fija un corteﬂde curteza, hipucamr
po y cerebelo no mayor de U 5 cm y se hacen 1nc1usiones En parafina ﬁara ha-i_
cer cortes en el micratnmn, 8se munta la laminilla, se anade un cnlurante ade
cuado mediante las tinciones de Sellers, Giemsa, Mann, Hemataxilina, Eusina :
y fucsina y se observa al microscopio los corplsculos de Negri: tiene una -

efectividad del 70% (39, 48).

b)Y Prueba bioldgica.- E1 retn lactante albino suizo es 21 méé:é&éééE
tible a la inoculscién intracerebral, asunque también se emplea el ratﬁﬁ 61&1'
no suizo de 21 dias de edad. Se splice siempre que sea negativa la bisqgueda
de corplsculos de Negri pues ha resultado ﬁoaitiva en un 20% de estos casos.
Los sintomas de la enfermedad se manifiestan de 8 a 10 dias pero el perioda
de observacidn debe prolongarse a 21 dies. Su efectividad es del 100% ohser
vando los cerebros de ratones sospechosos por investigacidn histopatolégica
& por anticuerpos fluorescentes (26, 39).

c) Prueba de Anticuerpos Fluorescentes.- Bien ejecutada es superior a

las demés pruebas en rapidez, preciaiﬁn y sencillez v genaralmente se reca -

mienda camo técnica de eleccifn ai exiate micr :cnpic de luz UU. Se ‘basa en

el exémen microscépico defimpronta ejidn que emiteﬂ fluuresaen

cia especifica en preaenci on. un'culurante flunreacen

te especifica. La Fluorescencia cnnatituve la prueba v!sual de 1a reaceidn
especifica Ag-Ac y su efectiuidad ea del 99 8% (26 39) +Un resultadn posi-

1ivo indica la existencia de infecclén mientraes que un resultado negativo no
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la excluye \13 19 3, bé SD)

toda més exacto

irve.com pruebaicdéhtitétiva

fase convulsiva del tetanos y de los cambios de cunducta y yﬁ;, gygfﬁdé ex -
trefios en la boca y faringe., &1 los sintomas persisteﬁ ﬂesﬁuésvde‘ﬁﬂ dias
se debe excluir la posibilidad de rebia (34, 60). A |

Comg pudu verse lps métodos se basan en la busqueda de lns elementas

siguientes de diagnusticu a) Busqueda de anticuerpus presentes Bn-suera, li

quido cerebroespinal y tejido cerebral mediant la‘tecnica dE sernneutraliza

cifn v anticuerpos Fluurescentes v b 1rales infecciusas y el

cual se hace por aislamienta del virus ; ratunes lactantes ‘de 21
dlas 6 infectando cultivos celularea (BHH PH & ERA) & por examen hiatupato-
légico observando cuerpos de Negri, Inmunoabsorbencia enzimética. Inmunof lug

rescencia, Anticuerpos monoclonales e Inmunoperoxidasa (4, 11, 14, 15, 26, -
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29, 39, 47, 54, 57, 66, 67, 68).

Para las pruebas ya descritas es necesario que la muestra llegue al
laboratorio en buenas condiciones de conservaclbn ya gue el estudio realiza-
do en tejidos putrefactos 6 con etapas de algln deterioro progresivo demos -
traré que la técnica de deteccifn de Corplsculos de Negri es la primera afeg

tada siguiendo la de Inmunofluorescencia y finalmente la inoculacién en ratg

nes (26, 4bh). .
PREVENCION

La vacunacifn es el método preventivo mis importante a seguir y para
tal efecto desde la época de Pasteur se han desarrolledo diferentes productos
biolégicos: a) Tratando sl virus por medios fisicos 6 quimicos para la elabo-
racién de una vacuna de virus inactivedo (Fuenzalida y Palacias) & b) Elsbora
cifn de una vacuna de virus vivo modificado obtenida mediante pases de adapte
cibn bajando con esto la patogenicidad del virus utilizando cepas ERA, Phi --
1lips-Roxane, Acatlén V=319 (71). Eataé vacunas se pueden preparar en culti-
vos celulares de origen animal y humano 6 también prepararse en tejido nervig
80 cerebral de rata, raton, conejo & cordero y tejido aviar de embrién de po-
llo y pato (4, 32, 47).

Actualmente se puede reeslizar la inactivacidn del virus empleando luz
UV, celor o betapropinlactona (74). Las vacunas de origen nervioso 6 aviar
pueden ocasionar una encefalitis alérgica (autoinmunme) cuando se obtienen de
animales adultos debido @ la reaccifn contra la mielina y es debido a esto

la utilizacién de animales lactantes que todavia no han desarrollado la vai-

na de miglina., Entre les vecunas de virus vivo modificado se conslderan la

cepa Acatlén U-319, ERA, Flury (LEP y HEP), (17, 39, 46, 47, 51).
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La vacuna que recomienda la OMS para ugo humano es la Fuenzalida-Fala
cios tanto para uso preventiva como profilctico y se elabora en 3 cepas de
virus fijo: CVS, Cepa 51 de origen canino y la cepa 91 de origen humana (39,
48). La vacunaci6n en humanos debe ser muy controlada ye que la aplicacidn
de tratamientos vacunales innecesarios puede traer consecuencias producien-
do una encefalitis e incluso provocar la muerte del individuo protegido (4,
5, 32). Ademds de la inmunizacién activa y dependiendo del caso, se puede
practicer la inmunizacifn pasiva con suero hiperinmune 6 gamma globulina es
pecifica de origen tumano, la que es siempre ohligada cuando no existan mor
deduras graves y con una dosis Gnica de 20 UI/Kg y 50% de las cuales se in-
filtra localmente alrededor de la herida & tejido subcuténeoc y el resto por
via I.M. ( 36).

Actualmente se utiliza una nueva vacuna de mayor potencia y seguridad
que ha sido preparada a partir de virus rébico cultivado en células diplai-
des humanas (WI3B) e inactivado con tri-n-butilfosfato & con beta proplolac
tona. La inmunogenicided de esta preparacidn es tal que los antituerpos sg
ricos se desarrollan en todas las persaonas que reclben 4-6 inyecclomes y fué

autorizada en USA en 1980 (36).

TRATAMIENTO

En los animales no existe un tratamiento gagegifi

fermedad se ha desarrollado. Para el casc de los humééqe‘upa{vegimq:didus
y sl no se han presentado los primérus sihtumas ﬁé591656§f;1ﬁt;;§é5156§5 :-
puede ser de dos tipos: .

a) Locel.- Consta de 1) Lavar la herida perfectamente con jabﬁn deter

gente y agua, 2) Desinfeccién a fondo de las heridas con sales de amonio --

cuaternarias al 0.1%, alcohol yodado, tintura de yodo y alcohol al 40-70% -



(4, 32, 39), 3) Aplicar:sder ;hipeﬁiﬁmuﬁe_b‘gammaglubulina especifica alrede

dor de la herida & via parenteral (25, 35, 60).

b) Sistémico.- Consiste enla ageinistracid cdmﬁinédé‘défaueru>v va-

a) Programas de control y erradicacié de
principalmente en la vacunacifn y e?raﬁiééqiﬁh
domésticos. Puede practicarse la 1nmpq§;§éivk a d Los. p
que tengan entre tres meses y un afio de‘edad y revacunar deﬁendiendn déi ﬁi
po de vacuna que se emplee ya que por ejemplo la de la cepa Flury LEP y HEP
(pollo) brinda proteccidn por mis de 35 meses en perros vacunados con una -
sola dosis, cepa ERA elaborada en célules remales de cerdo que protege par

més de 36 meses (1, 3, 4G, 48) Los gatcs pueden ser vacunados con una cepa
inactivada § de virus vivo modificado cocn excepcidn de la cepa Flury LEP ==
que les puede resultar patbgena y la edza es la misma que para el perro, la
revacunacidn debe hacerse cada afio ya que no existen datos confisbles. -En

cuanto al control de perros vegabundos puede hacerse mediante Esteriliza,-

clén selectiva & vacunacifin masiva.

b) Control de le rabla silvestre.- Aqui encantramosg la rable transmi-
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tida por quirGpteros y por animales carnfvoros. Para los primeros incluye re
duccion de la pablacidn de vampiros, vacunacibn del ganada en zonas expues -
tas o aplicaciones de anticoagulantes via IM. Mientras que para los segundos
se incluye la reduccibn selectiva de la poblacifn con cebos tbxicos utilizen-
do fluoroacetato de sodio, sulfato de talio, estricnina y fumigacifn con fos-
fato de hidrdgena & aplicacién de cebos via oral, conteniendo vacuna de virus
vivo modificado.

c) Transporte interno de animales.- Prohibicién de la entrada de anima-
les a otros palses & establecer una cuarentena prolongada de 6 meses y simul-
téneamente aplicar una vacurma inactivada.

d) Prevencifn de la rabia humana.- Como se especificé en profilaexis y
aplicando una inmunizacidn activa can una vacuna de virus inactivado5pumo'1a
Fuenzalida-Palacios que se inactiva mediante luz UV & por céluiés d ﬁléiﬂes

humanas que se inactiva con betapropiolactona (1, 36, 39).-

En las siguientes paginas aparecen datos de 1984 acerca de los porcen-
tajes de rabia silvestre y urbana en nuestro bais tomedos del Boletin de 1a
Comision MexicoAmericana para la prevencifin de la fiebre eftosa: No. 22; péa-

ginas 14-17. Agosto de 1986.
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RABIA EN  MEXICO

ANIMALES DOMESTICOS ¥ DE GRANA

46 ol ninera s

274 comparadas con -

EN. MEXICO e

" DOMESTICOS / DE  GRANJA

ATOS (2.3%)

BOVINDS (3.7%)

PERROS (54%)

Boletin de la Comisidn MexicoAmericana para la pre

vencidn de la flebre aftosa. Agosto de 1986.
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LA RABIA EN MEXICO - SUMARID

66'4013h6 casos de rabia en
aumentu marcadn comparado con los -

;LB&B? casoa del afio anterior. A diferencia -

__.con los Estadas Unidas y Canadh donde losani =

Vlmales silvestres representan el problema prig‘fiﬂ

fﬁipal, la mayoria de los casos en Méxicu'FOé i7
frdn perras.
Casos notificadus
"f Anima1es Silvestres
| 7,An1ma1es domésticas/ granja 9557';,-~

5:Humanas‘ ' ; f,58

t
LA RABIA - MEXICO

ANIMALES DOMESTICOS/GRANJA

(95.5%)

Boletin de la Comigifn MéxicoAmericena para la

prevencion de la fiebre aftosa. Agosto 1986,



Contar con un buen amigo constitu
ye_éi més puro entre todes los dones

del Sefior porgue s un amor gue coRn

nada se puede pagar. Es algo que no

se . hereda como ocurre con una: familia;

" no es spremiante coma un hijo y care-

ce de los medios para brindarnos un
placer fisico como el clnyuge. Es asi
un lazo indescriptible que implice una
dadicaci6n més honda que todas las de-
mas.’

Frances Farmer
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3.0 MATERIAL

A.- MATERIAL: BIO

MLConjugadn;

Ag del virﬁéiféﬁi
tuto Nagiudé
Déndicé.ﬁ': .
ki‘r spgﬁaiuhéévde CVS}(bﬁa_ n gﬁpéﬁén -
sitn de'Céiéhfuanrmal) al 20%. _ o

a) Suspensién de CUS al 20%: 52 §eleccidh hTGGUné?IDUQT;atDnes‘qL
bino suizos de 2i dias de una cepa conocida y séibﬁibbéﬁrﬁﬂ eﬁ Eéaé‘ﬁajaren
el Bioteria. Se prepara CVS con titulo elevado a una dilucidn 10'3 y se ino
culan 0.03 ml por via intracerebral a cada ratén. Se mantienen en chserva -
cibn eliminando los muertos durante los primeras & dias ya que se debe a --
traumatismo por inoculacién. Durante el-5 y 7 dia se colectan los ratones -
paraliticos en estado aginico y se sacrifican. Se obtienen los cerebras en
forma eétéril y se pesan. Por cada gramo de cerebro se agregan 4 ml de So-
lucidn de Albimina Bovina Fasfatada (BAPS) y se homogeniza para hacer una --
guspensién al 20%. Se centrifuga a 3500 rpm por 10 8 15 minutos a QUC, 8e 88
para el sobrenadante y se envasa en frascos viales de 1 ml colocando 0.8 ml
en cada uno y se almacenan a -20°.

b) Suspensidn de SCN al 20%: Se seleccionan 600 6 1000 ratones al
bino suizaos sanos y se sacrifican. Se UGtienen los cerebros en Forma estéril
y se pesan., Por cada gramo de cerebro se agregan 4 ml de BAPS y se homogeni-
za, Se centrifuga a 3500 rpm por 10 & 15 minutos a QUE, ge separa el sohre-

nadante y se envasa en frascos viales de 1 ml colocando 0.8 ml en cade uno y

almacenanda a ~20°C.
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3.~ Ratunes albinn suxzus de 21 dias de. edad de una cepa mante—

nida en el Bmterin del INTFA

NiH-82.

de cerebrds car

10°/0,03 m1 DLSO% 1T

alle D-h79 mantenid

nida del tejidoc n 19&2 can un titulu de o 'n 03 L -

DL50% IC en raﬁén

.- MATERIAL DE LABDRATURIU: RSt

I.— Material de vidrieria

"31.- Pipetas de*1, 5, 10 ml. o
2.- Vasos de prec1pitadu de 50, 150 y 250 ml.
3.~ Jeringas de insulina de lml con agujas de calibre 26 y
27.
4.~ Matraces de 250 ml.
5.= Jarras de Cﬁpli.
6.~ Portaobjetos y cubrechjetos.
1l4= Aparatos:
1.~ Espectrofotémetro de luz Ultraviolets y:Visible.
2.~ Estufa de Incubacibn a 37°C y 56°C. |

3.~ Ultracentrifuge a 4°C.

4.~ Columna de separacidn de 30 cm de 1aﬁgitud.
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5.~ Balanza Analitica y Granataria.
6.~ Congelador a -20%.

7.- Refrigerador a 4.

C.~ SOLUCIONES Y REACTIVOS.

1.~ Acetona (Reactivo Analftico).

2.- BAPS &l 0.7%. Ver Anexo I-11.
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4.0  METODOLOGIA

A.- SELECCION DE LA CEPA RABICA DE TRABAJO.

I.- COLECCION DE MUESTRAS.

Se colectaron 40 cerebros de perros positivos a rabia procedentes
del Centro Antirrébico de Culbuacén en la Cd. de México a los cuales se les
aplicd la técnica de Inmunofluorescencia directa, realizando cortes del Asta

de Amman, corteza cerebral y cerebelo, congeléndose a -20%.

I1.- PREPARACION DE SUSPENSIONES.

Se hicieron suspensiones de cada cerebra al 20% en BAPS y se dis
tribuyeron en frascos viales de 1 ml para su posterior utilizaciGn conservén
dose a -20°C.

III.~ TITULACION DE CEPAS.

Se prepararon diluciones logaritmicas de cada cepa, desde 10'1 a

10'7 en BAPS (colocando 0.5 ml de cada suspensién + 4.5 ml de BAPS en el pri
mer tubo y teniendo la dilucidn de 10-1, al siguiente tubo se pasan 0.5 ml -
del primero y se agregan 4.5 ml de B8APS obteniendo la dilucidn 10'2 y as{ sy
cesivamente) y se inoculan en ratones albino suizes de 21 dias intracerebral
mente con un volimen de 0,03 m]l y utilizando 6 por cada dilucifn. La prueba

se observd durante 21 dias y el célculo del titulo se hizo por el Método de

Reed y Muench (Ver Apéndice).

iU.- SELECCION DE LA CEPA DE TRABASO.
Se selecciond la cepa con mayor t{tulo para realizar la infeccin

experimental en felinos seronegativos a rable y que alcanzd un titulo de ---

10°/ 0.03 ml DLSO% IC en ratén.
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V.- 5FLECCIDN DE FELINGS SERDNEGRTIUGS ﬂ RABI&.

Se recalectarnn varLUb falinoe pracedentew de::ntirrabicus, de 1a

BARS cuyo titulo Fué de 10°/

de la suspensién en unfcebafa‘ ase de carne conteniendo’3 DDG'DLSd% Se nb

servé el cnnpnrtamiehtrrféliﬁ>.

nifestaran signos qlih}p

RAL.

Se descongeld uﬁa cepa de origen canino que se encontfaba Eﬁ;hi-;
trégeno lquido (-196°C) desde 1982 paséndola después al congeladc;‘dglifd?ﬂ
luego al de -20% y por (ltimo se coloca al chorro de agus de lé 11a§é. Se -
tituld mediante la inoculacién intracerebral de ratones de 21 dias de edad -
encantrandose una cifra elevada de 10 / 0.03ml DL50% IC en ratén lu cual la

hizo adecuads para el experimento.

II.~ SELECCION DE FELINOS.

Se utilizaran 12 gatos javenes de amhos sexos los cusles se san-
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graron para determinar su titulo de anticuerpos por la prueba de seroneutra-
lizacion resultando negativos. Los 7 gatos scbrevivientes a la infeccibn --
por via oral se utilizaron a manera de desafio, teniendo & gatos sanos como
controles. A los 3 gatos muertos se les realizd la prueba bioldgica e Inmu=

nof luorescencia directa.

II11.- INOCULACION INTRAMUSCULAR A FELINGS.
Se hace une dilucifn decimal del virus , con _Vf.ir.rf_;rulqullls/ 0.03m
OL50% IC en ratdn, tomandose 0.5 ml que se diluyen 1:1 en BARS y se inoculan
via intramuscular en misculo masetero lo cual equivale a una dosis de 1 666

666 DL50%. Se observa su comportamiento durante 30-45 dias.

IV.~ TITULACION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES.

Se suhgraron los felinos y se calculd el titulo por la técnica -
de seroneutrelizacién aplicando el Método de Reed y Muench. 'Se realizan asi
mismo improntas corneales prob&ndose su negatividad 0 puaitiuidad mediante -
la técnica de anticuerpos fluorescentes directa. También se realiza la prue

ba biolégica de saliva a cada gato.

D.~ INOCULACION INTRAMUSCULAR A CANINOS.

Para comprobar la petogenicidad de la cepa de urigen canino se -
inoculd a 3 perros jbvenes seronegativos a rabia. Se utilizé la misma Cepe y
dosis observandose el comportamiento de los perros durante 3D_alh$ dias. En
caso de resultar patfgena a éstos Gltimos se realizard la biﬁébé de:anticqu

pos fluorescentes y la prueba biolégica.
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5.0 RESULTADDS

tos t{tulos cbtenidos para cada cepa colectada se encuentran en la ta
bla I que nos indica valores muy bajos por lo cual se escogif la de mayor tf
tulo y se nombrd C-23 con 103/0.03 ml DLSD% IC en ratén.

Los gatos seleccionados tuvieron titulos negetivos menores de 1:5 --
equivalentes a 10707 y solo uno de ellos tuve un titulo de 1:14.35 eqﬁiva -

lente a 107112

los cusles se aprecian en la tabla 1l.

Después de la administracifn por via oral de la cepa de virus rébico -
de calle a cada felino equivalente @ 30 000 DLSO% en ratén, na se observi na
da que indicar: 1la posibilided de una infeccidn durante los 2 meses que du-
rbd la ohservacibn de su comportamiento por lo cual se les volvid a sangrar -
por puncibn intracardiaca y se les hizo la prueba ce seroneutralizacién en -
contréndose t{tulos positivos con un promedio de 1:10,10 egquivalente a 1 ti-
tulo de 10_1'00“2 los cuales aparecen también en la tabla II.

Le cepa D-479 selecclonada, ¢on titulo de 106/0.03 ml PLSO% IC en ra
tbn, no resultd patégena al ser inoculada intramuscularmente a los felinos
utilizados a pesar de que la dosis administrada fué equivalente a 1 666 666
DLSO% IC en ratbn; se encontrd también en éstos que su titulo de anticuer-
pos resultd ser el mismo lo que indica que mo sufrieron infeccidn rébica.

Se hicieron improntas corneales de los gatos inoculados por via intra

muscular después del periodo de observacidn mediante la técnica de inmuno -

fluorescencia directa al igual que la prueha biolbgica de saliva bbteniéndg

se resultados neqgativos gque sparecen en la table III.
En cuanto e los gatos que murieron en Gautiverio dﬁfante: & infeccidn

por vie oral debido & una enteritis mucoide se les hii&i

fluorescencis directa en impronta cerebral (cerebelo, cortéza;ﬁéfebral e hi
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pocampo) y la prueba bioldgica resultando ambas négativas'a rabia como se -
aprecia en la tabla II. | |

Para verificar la patogenicidad de la cepa D-479 en caninos se inoculd
la misma dosis por via intramuscular a 3 perros ohtenidos en el Centro Anti -
rrébico de Culbuacén y los cuales eran seronegativos a rabia por la técnica
de seroneutralizecidn en ratfn. La inoculacifn se hizo también en misculo -
masetero y se siguid su comportamiento durante 1 mes. Los 3 perros murieron
a los 21, 23 y 24 dias con signos previos de hiperexcitabilidad, fotofobis,
alteracifn del ladrido y emisidn de sonidos anormales, babeo, pupila dilata-
da, parélisis de extremidades y finalmente la muerte por parc respiratorio.

A los 3 perros se les extrajo el cerebro, tomdndose impresiones del Ag
ta de Ammon y se realizb la técnica de inmunofluorescencia directa a la cual
resultaron positivos los 3 perros. Péré verificar el diagnﬁaticu se hizo la
prueba biolfgica también resultando pDBitiVB muriendn los ratonea en un - lap—
so de 10 dias, estos resultados aparecen en‘la tabla Iv.

!
Se observé un hecho importante™al sangrar nuevamente a lua gatos 1nfec

tados por via gral a los 7 meses pust-inoculaciun. su’ titula de anticuerpna

disminuyd hasta un nivel muy bajo.
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TABLA I, Titulos cbtenidos de cada cepa de origen canino mediante la
inoculacibn intracerebral en ratones albino sulzos de 21 dias y expressda cg
mo la més alta dilucién en la cual 0.03 ml de cada preparacifn que mata al

S0% de la poblacién.

CEPA  TITULOODL © CEPA  TITULD OLSOR/0.03m
21

ol

20 B

* Cepa de trabajo seleccionada para la inoculacidn: via oral a felinos.
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TABLA II.  Titulos séricos obtenidos por la técnica de seroneutrali-
zacibn en ratdn de-cada uno de los Felinos utilizados, antes y después de la

administracion de 30 000 DL50% por via oral de la cepa rébica G-23.

o TITULOS SO ENARE
FELIND  EDAD (MESES) SEXD ANTES INDEULABIUN DE::PUES INDBULADIDNV ,

TESTIGDS

* Murieron en cautiverio a la 3a, hé, 55 égmanas, reaultandu'negativas lag

pruehas de diagnaaticg dE rahia. simnte
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TABLA IIT. Titulos séricos obtenidos por la pruebs de seroneutraliza-
cidn en ratdn, de felinos antes y después de la inoculacién intramuscular de
1 666 666 DLSO% de la cepa rabica D-479,

FELIND EDAD (MESES) SEXO  ANTES -INOC. DESPUES INOG. A B

1 e b9

e 1895

L] 3 9 -
. 4 i s :

-
u

e

= O

1:25.12 -

B = Inmunofluorescencis directa en impronta corneal.



- 36 ~

TABLA IV. Resultados’ obtenidos al admii

viéﬁrariéTSapegtustna_céba de

virus rébico deAéélléT

JIRECTA (CEREBRD).
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6.0 DISCUSION

Los titulos obtenidos en los c;rebroa caninos resultaron muy bajos de-
bido probablemente al problema de‘transﬁnfte desde el Centro Antirrébico de -
Culhuacén hasta la Unidad Central del INIFAP y su posteriar cungelamientaya -
-20°C durante meses.

La inoculacifn de la cepa C-ZB'agleépiuhada por la via oral resultd no
ser patbgena para todos los felinos utilizados perc sucedit algo muy 'impdr-
tante ya gue tomando en consideracidon el bajo titulo viral de ls cepa fué ca
paz de producir una infeccién subletal que provocd la formacidn de anticuer-
pos neutralizanteé. Lo relevante de estos resultados es que ya se ha ldgra-
do lo mismo experimentalmente en otras especies pero con cepas cuyo titulo es
t4 arriba de 10° y 109/ 0.03ml IC ratdn (expresadas como DL50%) ademds de que
en forma natural se ha encontrado que en USA el 4% de los zorros tieme un ele
vado titulo de anticuerpos sin haber sidp iﬁmunizadus previamente al igual --
que el 40% de los murciélagos frugivoros lo cual nos haria pensar en una in -
feccifn rébica latente pero no es as! ya que no se recobr§ el virus de los --
animales utilizados (5, 58). Actualmente estos descubrimientos se emplean en
Suiza, Francia y Alemania Oriéental y Dccidental para inmunizar las zorras que
han provocado un problema bastante serio de rabia al migrar afio con afio y di-
seminar el virus rébico en los animales a los que muerden, provacando serias
problemas econémicos y de salud.

La cepa rahica canina D=479 resultd ser innocus al administrarla por la
via intramuscular a los fellnos pero no resultd antigénica en éstos ya que no
provoch la formacién de anticuerpos neutralizentes. Al administrarse en las

misras condiciones a caninos de &4 meses de edad si fué patfgena en un periaodo
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muy corto lo cual podria explicarse por: a) La menor susceptibilidad de los
felinos a una infeccién experimental por la via IM (5), b) debidp & que el vi
rus fué inactivado en el sitio de inoculacién por mecanismos de defensa natu-
rales 6 inducidos (54, 55, 58) & c) porque la dosis administrads fué insufi -
ciente para desarrollar la infeccin en la especie felina.

La proteceidn que podria haber provocado la infeccifn subletal por via
oral en los felinos no resultd permanente porgue a los 7 meses que se repitid
la titulacitn se chtuvieron titulos bajos casi negativos a rabia pero abre la
posibilidad de la utilizacién de cepas de virus de calle con bajo titulo que
resulten innocuas y antigénicas lo cual seria de utilidad para realizar un =~
control efectivo de la rabia silvestre y urbena, siendo ésta (ltima un gran -
problema en nuestra Ciudad de México aungue el porcentaje de 1984 resultd sep
un 2.3% para los gatos con 222 casos reportados en todo el pals como se ve en
los diagramas de estadisticas en la introduccién, utilizando cebos que podrian
inmunizar a log animales callejeros aunque todavia falta mucho para hablar de
una verdadera inmunizacidn,

Coma ya se viG, en este trabajo no se padrfa hablar de una infeccidn r§
bica latente debidp @ que no se aisld el virus y de gue las pruebas para de--
tectarlo resultaron negatives por varias técnicas. Todo lo anterior nos hace
suporer que hubo una infeccibn rébica subletal por via oral y en base a los -
resultadas decir que la cepa C-23 es innocua y antigénica al ser administrada
por via aral en las condiclones seflaladas anteriormente perc en cambio la ad-
miristracidn de la cepa D-479 por via intramuscular a felinos resultd ser ---
innocua pero no antigénicae; en los perros resultd ser petdgena al ser adminis
trada intramuscularmente en las mismas condiciomes. Lo anterior mos indice -
gus existe diferente susceptibilided de canrinos y felinos a una misma cepa ré

i~

icz 6 & la especificidad de especie ya que se ha comprobado gue entre las --
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distintas cepas de virus rébico hay diferencias notables en cuanto a la ca-
pacidad inFeétanté, propagacién por el organismo y la.de provocar enferme -

dad (5).
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7.0 CONCLUSIONES

1.- Los titﬁiof*ﬁﬁf idos ﬁaré;lés diferentes cepas rébicas prove -

nientes del EenfrbVAntiriébiCbldefDulhuacén resultaron muy bajos lo cual se

explica por élttténép y:@aneju de las miemas hasta la Unidad Central --

del INIFAP.

2.- Se ubservu que una cepa de virus de calle de bajn tituln viral

fué cepaz de reaultar innucua para lna felinus al ser adminietrad pur via

oral pero que provncu ant1genicidad al ‘elevar nntablemente el tituln de’ an

ticuerpos aunque pnr un periova curtn de tiempg.

3.« La 1nuculac1un pnr via intramuscular a 105 felinu

innpcua pero no antigenica.
e LT L . o e
b.- La inoculacién;pnr.via intramuscular a caninos resultd ser pa-

togena en corto tiewpo.

5.- Se vefi?i&ﬁiléfaiFéféﬁté susceptibilidad de especie a una mis
ma cepa rabica de caile\éi;sér’innbulada en las mismas candiciones a feli

nos y caninos.

6.~ Se ohservd la diferencia en cuanto a cepacidad infectante de
una cepa rébica dependiendo de la via de inoculaci6n & entrads del virus,

especie inoculada y la dosis utilizada en ceda caso.
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1.- SOLUCION SALINA FISIOLOGI
Cloruro de Sndln~;§;;.
Agua destilada chp..ss.

2.~ AMORTIGUADOR DE BORATOS:pH™

AC1d0 BALICO eeeescsvases

Tetraharato de Sodig .....eee”

ClorurD de 80040 seneeccensss g

Agua destilads cbp eeeeevases 1000 ml

4.38

3.~ SOLUCION AMDRTIGUADORA SALINA DE BORATOS
Solucidn Salina Fisioldgica al 0.85% cveesnass 95 affeaiu

Solucitn amortiguadara de boratos pH 7.8 ..., ‘paftéelv

4.~ AMORTIGUADOR DE FOSFATOR-SALIND (PBS) . -
Fuéfatc.munoputéaicu anhidro ceeveeceness
Fosfato dipotésicu’anhidrn cnsaeen
Solucidn Salina Fisiolfgica al:Q{S5 cb

5.~ SOLUCION NEUTRA SATURADA OE sULEAfa pg.gmowiol“a«'
Sulfato de amonio ............;...;,.;;Q;;..;'76 a :
AQUE UESE11808 COP tevennesonsoncnnrnnsenn es 166W6i;

Ajustar a pH 7 con NeOH 0.1 N a temperaturéfahbiébﬁé;flif"T

6.~ CLORURD DE BARIO (BaClz) al 0.5%

Cloruro de Bario l'l'-l.l.U!l."l".'ll;;;;.. ‘ 0.59 V

Agua deatilada chp ........,.........;.;.;:;};lﬂﬂ'ml .



7.~

10.-

11.-

-4 -

AZIDA DE SODIO 0.5%_ e

Azida de SOdlD s +0.5g"

Agua destllad ch

Carhnnatn‘déth

Agua désﬁiiada”bbp

REACTIVO DE BILRET

éulfatdhae"bg‘péipéh a
Tartrato dublé deiéddiufy
Hidréxido-de Sodio & 0%

Agua destilada chp ...... .

SOLUCION ESTANDAR DE ALBUMINA EDUINA'FRAECID
Disolver 10 mg de Alb{mira bovina en 1000 ml de agua destilada 4

1 mg en 100 ml de agua destilada.

BOLUCION FOSFATADA DE ALBUMINA BOVINA (BAPS)

Preparar un litro de PBS (Ver hoja anterior).

Disolver 5 ml de antibifticas (1560 UI de estreptomicina/ml mas
500 UI de penicilina/ml) en 895 ml de PBS.

Agregar 100 ml de Albimina Bovina Fraccibn V al 7.5% previamente
filtrada por membrana de 0.22 micras (75 g de Albimina en 1000 ml

de agua destilada.



9.0
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8.0  APENDICE

A,~ ELABORACION DE CONJUGRDO

1.- DOBTENCION DE SUERO HIPERINMUNE Y TITULACION.

Se inmunizd une yegua de 2 afios de edad con CUS por via intramuscular
utilizando adyuvante completo dg Freund. Posteriormente se sangrd el caballo
mediante una puncién en la yugulsr y se recolectd la sangre en un matraz estg
ril sin anticoagulante. El suerc se obtuvo dejandoe reppsar el cofgulo tode -
la noche 8 temperatura ambiente y decanténdn. después se centrifuga durante -
10 minutos a 2500 rpm. Se1inactiva el suero colocéndolo en un bafic Maria a -

Se reélizan dilucianes quintuples seriadas de 1:5,

56°C durante 30 minutos

1:25, 1:125, 1 625" 25, 1: 15625» 1 78125 en BAPS y e titula por seroneu~

txalizacion en ratan b ti uln maynr de 1l:- 78125.

II.~ FRACCIGNAMIENTU DEL SUERO.f
1.~ Se coloca el suera en un vggdyqe precipitado de 1004m1 a QUC, ge
agrega la solucién saturads de suiféin de amonic 2:1 por espacio de 15 minu-
tos, dejar en agitacifn conatante a 4%C durante 2 horas (eate nrecipitado ;~
tiene todas las gammaglobulinas y trazas de slbimina). |

2.- Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutus ab C decantar el aubrena-

dante, disolver el precipitada en’ 15 ml de SSF.

mar -

1a mitad del vo-

horas le solucidn dializadora.



iy -

P~ Determinar si el: dialxzadu contiene iones sulFatu cada 2 ) 3 ho

ras y después de-cada cambln hacer lu siguienté

a) A una pequefa gantid_’

de BaCl, al ﬂ-5%.

2

b) 5i sparece unyﬁrédﬁpiﬁéd

cipitado continuar la técnic

& mediante la reaccién de Biuret

mina y leyendo a 545 nm.

Iv.- CONJUGACIGON.

Ajustar a 10 mg proteina/ ml para conjugar.

tefna. La conjugacidn se realiza a 4%c agregandu lenta

Centrifuger a 3400 rpm durante 15 minutua ‘a h C. eliminar pp. “Pasar
el conjugado a través de una columna de Sephadex 6-25 en PBS pH 7.2 pasando

1a globulina conjugada en un espacic de 1 1/2 a 2 horas,'rebulectando en --
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frascos viales y eliminar los gue estén muy diluidos & simple vista. El~cqg'

Jugado se pasa a una membrana de diélisis contra PBS pH 7.2 gn‘réfriQ':aQi6n :

a u°C por 48 horas haciendo cambios cada 24 horas.
Centrifugar a 3400 rpm, 15 ' a 4°C para eliminar gru
Afiadir azida de sodio al 0.5% para llegar a una qqn&éntran;ﬁ

6 timerosal 1: 10 DOO y congelar a -20°C.

V.- TITULACION DEL CONJUGADO ¥ LIOFILIZACION.

Se hacen diluciones dobles en PBS pH 7.2 de 1:0, 1&2,'L;4;jl{e'"1.;6fy‘
1:32 y mezclar por separado con suspensiones 8l 20% de CVS y}SCNi{d;éﬁl) f;l-

fiendo el Ag y haciendo impresiones positivas de CUS.

Se utiliza un conjugado de referencis proveniente de &t;gﬁia
grados de positividad de +, ++, +++ y ++++ para la fluurescehﬁiaﬂé
innespecifica y 1a cantidad de tincidn de inclusianes y pulvajgn@igéniéﬁ dé
acuerdo a la intensidad de cada uno. Lo Gptimo es temer O dé'%iﬂdrésééﬁbié
innespecifica y ++++ para lag dos restantes. i

Se realiza la diluciGn final del conjugado de ecuerdo a la dilucidn en
contrada obteriendo 160 ml los cuales se envasan en frascos dmpula-de 5 ml -
cada uno y se liofilizan. ELl titulo que se obtuvo para el canJugado fué de

1:8 y se almacena a -20°C donde puede durar doce meses & més.

8.~ PRUEBA BIOLOGICA.

Se inoculan 10 ratones albino suizos de 21 dims con 0.03 ml de una sus
pensidn al 20% del material infectado. Las muertes ocurridas los primeros b
dias no se toman en cuenta ya que se pueden deber a traumatismo por la inocu
laci6n intracerebral. £l periodo de chservacitn se prolonga durante 21 dias
3aungue los sintomas de la enfermedad comienzan & manifestarse a los 8 & 10 -

sias post-inoculacién, El periodo de obeervacifn se puede acorter practican
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do la técnica de anticuerpos Fluurescentes en improntas de cerebro de ratones

gacrificados a partir del 2o. dia de lnqculgc l‘identificar 1’v1ru5 -

por esta técnica @ por la tincidn deiiﬁé;cbrhGEC' os'de Negri; la 'Fectividad

de esta prueha es del 100%.

C.- TECNICA DIRECTA DE INFUNDFLUURESEENCIA

1.- Las extensiones 6 frotis testign se preparan ‘ngencefalns enterus

de ratones jovenes inoculados por via intracerebral cun virua rébico de calle

v sacrificados cuando se encuentran agfinicos. lns;:ualea seran el testigo (+),
se trabaja asimismo con encéfalos de ratnnea aanué loa Cuales serdn el testi-
go (). Se fijan en acetona fria durante 30' a h haras y se secan.

2.~ Se delimitan los frotis, por impresiun, can 1apiz marcadur. 'Se co-
lacan las preparaciones incluyendo los testigns pusitivos y negativns anbre -

' varillas de vidrio.

3.~ Se agrega a la zona superior 2 gotes de conjugado. en: susp iqh de

cerebro de ratdn infectado y se extiende'con un pelillo sih(aéﬁétila mﬁré -
sién. De la misma manera a la zona inferior se agregan dus,gaté§ &eﬁcdnjﬁqg:
do en suspensifn de cerebro de ratdn normal. C

L.- Los porfaabjetus se colocan en una cémara himeda a 37°C durante 30'.

5.~ Después de la incubéciﬁn se lavan las preparaciones sumergiéndolag
en una solucitn amortiguadora de fosfatos pH 7.4, enjuagando en la miema so-
lucién en 2 inmersiones de 10 minutos cada una y finalmente se sumergen en -
agua destilada durante 10 minutos. -

6.~ Cuando ya estén secas se aflade una gota de glicerina al 50% amorti

guada a pH 7.6.

7.~ Las extensiones cnntrnleary'la

tigeno rébico se pudrén pheerver como particulaa culur verde manzana 0 amari
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1lo verdoso dotadas de una fluorescencia brillante. No se debe observar --

fluorescencia en las impresiones preparadas a pertir de conjugado diluido con
suspensitn de encéfalo de ratdn infectado; este procedimiento de comprobacién
es importante para determinar la especificidad de la fluorescencia y reducir

el nimero de falsas positivas.
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ESQUEMA DE LA TECNICA DIRECTA DE ANTICUERPOS FLUDRESCENTES

a . L Y

O Of-

Cerebro Normal

3 laminillas histolégicas - - (:) (:)
&4 Cerebro rébico

Imp.u‘esién examinada O O

. { ’
Fijacién en Acetona fria 30' a -20°C

conteniendo impresiones de ...

x| L+

Agregar

Gammaplobulina marcada (0.2 mL)

antirrédhica mezclada con 0.8 ml (::) (::)

de suspensidn de cerebro de ra-

Gammaglobulina marcada

X+

antirrébicé (U.émi)fcun

I oam desuspensiun de -
tén rébico 20% (CVS) cerebro de!%éténlﬁaimal

al 20%.- s
Mantener en estufa de incubacién en

cémara himeda, 30 ' a 37°C

Lavar

PaS 10! Pas 10! Agua destilada 5'
pH 7.2 pH 7.2
Seghr

$
Agregar glicerina amaortiguada 50%

Examinar
NEGATIVIDAD POSITIVIDAD
Ausencia de Fluorescencia & fluorescencia Fluorescencia especifica +
innespecifica -
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D,- PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION EN RATONES DE 21 DIAS.

1.- Se colectan los sueros y se inactivan durante media hora en un ba
fio Maria a una temperatura de 56°C. Se realizan diluciones 1:5, 1:25, 1:125,
1:625 utilizando O.4 ml de suero y colocandolos en el primer tubo con 0.6 ml
de BAPS, se agita y se toman 0.2 ml pasdndolos al siguiente tube con 0.8 ml -

de BAPS y asi sucesivamente como lo indica el siguiente esguema:

/"'\Q/—\’—\/“

<='il —— = >
pem— cﬁ —
0.2 ml a.2m 0.2 ml

—
BAPS " D.eml  p.am " gam 0.8 ml
SUERD 0.4 ml - -- -
VIRUS 0.8 m1 0.8 ml 0.8 m 0.8 mL
DILUCION FINAL  1:5 onmest T LS 1628

2.- El CVS de trabajo tuvo un titule dE-IOS'b/AO;DJ ml IC en fatﬁn. -
se ytiliza un frasco vial de 0.8 ml y se agregan 0.8 ml de BAPS obteniendo -
una dilueidn de 10-1. De aqu{ se toma 1 ml y se le agrega a un matraz erlen
meyer conteniendo 99 ml de 8APS quedando una dilucidn de 10'3 que serd con -
i3 cue se infecten las diluciones séricas. Se toman 0.5 ml del CVUS restante
y 52 preparan diluciones logaritmicas desde 1072 hasta 10~/ como 1o indica -

el =squema siguiente:
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Virus
ml ml ml ml ml /“\ —

0.5 ml b.s mf  lusm| bosm 4.5 ml .5 ml .5 ml
)
107" 1072 1072 1074 107 1078 1077
2 -7

3.- Una vez preparadaslas dilucinnes virales de 10°° hasta 107’ se di-

viden en dos en otros tubos culacandn uno a 4 o] y utrn a 37 C ‘se incuban una

hora y media durante la 1nfecciun.llaa cuale ‘nos servirén como un. contrnl po-

sitive y para titular el CUS e@pl dc
L.~ E) suero hiperinmune utilizad cnn un tituln de 1 78125, obtenidu
mediante esta misma técnica, se diluye igual qgue lus demés sueras’ y nos gervi-
ré4 como control negativo.
5.~ A cada dilucién del suero se agregan D.B ml de la saluc;6n viré1 -
lD’3 mediante una Jeringa automética y se incuba durante una hora y,meJiala -
37°C. Se incuba igualmente la dilucibn de CVS a 37% y la atra a 4%, Una -

vez transcuyrrido el tiempo se coloca la gradilla con los sueros en hielo y se

{noculan ratones albino suizos de 21 dias intracerebralmente con 0.03 ml. Se
cegistran los animales vivos y muertos pero eliminando los muertos durante los

crimeros 4 dias debido a traumatismo. El titulo se calcula por REED y MUENCH.
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E.- METODO DE REED Y MUENCH.

Este método determina matematicamente la OL50% gque es la dosis viral
que mata al 50% de la poblacidn. Se toman en cuenta las diluciones empleadas,
proporcibn de muertes, vivos, total de muertns, total de vivos y proporeifin de
mortalidad y porcentaje de mortalidad.

El valor exacto que se debe tomar se determina de la menera siguiente:

Ejempla:  Titulacidn de una suspensibn de virus.

Supéngase que en la prueba de potencia de Habel la titulacidn de uma

suspensidn de virus en los ratones testigo df 1os sigulentes resultadas:

Oilucién  Supervivientes Muertos Totales Acumulativos Moftalidad:én

del suero ' Supervi~  Muertos porcenta jes
vientes sl
107 o 10
1076 W B
1077 3 1 e

Se acumulan las totales de 10'5.9’10'7 bé;agia;'éﬁiﬁéiéé};L;erv£§ien-
tes y de 10'7 a 10'5 para loe ratones gue se consideran muertos por rébié.

En el presente ejemplo, el Factor de dilucidén es 10 y la dilucidn de
partida (con una mortalidad inmediatamente inferior al 50%) es 10'7. 

La diferencia de logaritmos se calcula con la Formula:

50% - (mortalidad inmediatamente

inferior al 50%) X log del factor de d};gg§6n7
(mortalidad inmediatamente supe- '
rior al S0% - mortalidad inme -

diatamente inferior al 50%)
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De agqui,

diferencia de lngaritmns

n
wu

. D“
s
~

Tenienda en Cuéhtéi"u‘ ' ‘eate ejempln la mortalidad diaminuye al ay

del 50%)

De aqui, SE N

log (dilucién'Fihai’dg1 5U%)‘v  ﬁ
dilucién Final del 50%. - : v e

(titula DLSW) RS ien
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