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Resumen

RESUMEN

En México se reportan 136 especies de murciélagos, de las cuales 66 se
encuentran en el estado de Colima, incluyendo al murciélago vampiro Desmodus
rotundus, que es el principal transmisor en el ciclo aéreo de la rabia silvestre. La deteccién
de virus rabico en murciélagos no hematdfagos de México se remonta a 1943 cuando se
le diagnostico rabia por primera vez a un murciélago frugivoro (Artibeus sp.). A principios
de 1980 se observé en cerdos de granjas de la regidon de La Piedad, Michoacan una
enfermedad denominada “Sindrome del Ojo Azul o Cerdos Zarcos”. En 1984 se aislé un
virus proveniente de cerdos de la misma regién al que se le nombré paramyxovirus de La
Piedad, Michoacan (LPM). Considerando la gran diversidad y abundancia de poblaciones
de murciélagos que hay en México es necesario realizar estudios que revelen el papel
epidemiolégico de los murciélagos no hematéfagos en diferentes enfermedades en el
pals; sin embargo el manejo y transporte de muestras serolégicas en el campo se dificulta

por lo que la viabilidad se encuentra afectada.

Los objetivos del presente trabajo fueron conocer la presencia de anticuerpos (Ac)
contra el virus de la rabia y el virus LPM en ‘murciélagos no hematofagos del estado de
Colima, asi como utilfzar una técnica que facilite el almacenamiento y transporte de los
sueros en el campo. Se realizaron dos periodos de captura (de cinco noches cada uno) en
los municipios de Cuauhtémoc y Manzanillo del estado de Colima, el primero en una zona
de cultivo de temporal (area alterada), y el segundo en la seiva baja caducifolia (area

conservada). Los murciélagos se capturaron con redes de niebla y entomolégicas. La

deteccién de Ac antirrdbicos se realizé por la Prueba de Reduccion Rapida de Focos




Resumen

Fluorescentes (PRRFF) y la prueba de Inhibicién de la Hemoaglutinacion (IH) se utilizd
para la determinacién de Ac contra el virus LPM. El analisis estadistico se realizé por

medio de tablas de contingencia multiples.

Se capturaron 151 murciélagos, asignables a cuatro familias, 11 géneros y 17
especies. Se encontré que el area de captura influyo eﬁ la presencia de anticuerpos
antirrabicos en los murciélagos (p<0.05), no asi el sexo, género y tipo de alimentacién. En
la prueba de IH, 99.1% de 108 sueros analizados resultaron negativos. La mayor
proporciébn de murciélagos con anticuerpos antirrabicos encontrados en la 2zona
conservada se puede deber a la mayor abundancia de las poblaciones de las distintas
especies. El virus de la rabia se encontraba circulando entre varias especies, sin
embargo, la presencia de anticuerpos indica que los murciélagos pueden estar protegidos
contra la enfermedad o que esta presente otro tipo de lyssavirus que muestra una
reaccion cruzada con el virus de la rabia. De igual manera en el suero positivo por IH
contra el virus LPM puede estar interfiriendo otro paramyxovirus similar, por lo que se

sugiere hacer pruebas mas detalladas.

Por los resultados obtenidos se considera que es necesario hacer mas estudios
epidemioldgicos y a un nivel mas detallado (epidemiologia molecular) en la fauna silvestre

para conocer mejor el papel que juegan nuestras especies en la transmisiéon de agentes

patégenos y poder desarrollar programas adecuados contra estos uiltimos.
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INTRODUCCION

Los murciélagos constituyen el segundo orden de mamiferos mas
abundante, actualmente se conocen 966 especies, o que representa el 25% de
todas las especies de mamiferos, su distribucidn es casi cosmopolita y sSlo estan
ausentes en las regiones polares e islas remotas en los océanos, cerca de 300
especies se encuentran en Africa y Madagascar, 200 en el sur y centro de
América y en el Caribe, y en el sureste de Asia y Australia también son cerca de
200 especies; en latitudes mayores como el norte de Ameérica y el oeste y centro

de Europa se presentan aproximadamente 40 especies (Altrigham, 1996).

Todos ellos pertenecen al orden Chiroptera que se encuentra dividido en
dos subdrdenes: Megachiroptera y Microchiroptera, en el subérden
Megachiroptera se encuentran los murciélagos de mayor talla, con ojos grandes,
orejas simples y en su mayoria sin la capacidad de ecolocalizar, en este suborden
se incluyen alrededor de 150 especies pertenecientes a una sola familia:
Pteropodidae, que se encuentra distribuida en las regiones de Eurasia, Africa y
Australia; los microquirépteros son murciélagos de menor tamafo, con ojos
también pequefios y con la capacidad de ecolocalizar, en este suborden se
encuentran cerca de 816 especies agrupadas en 17 familias: Rhinopomatidae,
Emballonuridae *, Craseonycteridae, Noctilionidae *, Nycteridae, Megadermatidae,

Rhinolophidae, Hipposideridae, Mormoopidae *, Phyllostomidae *, Natalidae *,

Furipteridae, Thyropteridae *, Myzopodidae, Vespertilionidae *, Mystacinidae y
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Molossidae *; cuya distribucién es casi cosmopolita, las familias que se encuentran

seguidas por un asterisco estan representadas en México (Fenton, 1983).

En el continente americano se reconoce a México como el territorio con el
mayor numero de especies silvestres de mamiferos nativos (Ramirez-Pulido y
Castro-Campillo, 1990) y en el ambito mundial se encuentra en segundo lugar
(Mittermeier y Goettsch de Mittermeier, 1992). Se reportan para el pais 450
especies de mamiferos silvestres nativos asignables a 157 géneros, 35 familias y
10 drdenes, sin embargo, la importancia de México radica, mas que por el ntimero
total de especies, por los porcentajes de endemismo que en el pais se encuentran,
y en lo que a mamiferos se refiere 9 géneros y 140 especies son endémicas

(Cervantes, Castro-Campillo y Ramirez-Pulido, 1994; Flores y Gerez; 1994).

En cuanto a murciélagos se refiere en México, se reportan 136 especies
comprendidas en 59 géneros y 8 familias (Cervantes, Castro-Campillo y Ramirez-
Pulido, 1994). Ramirez-Pulido et al/. (1996) reporta para el pais 261 subespecies
de quirépteros, que corresponden al 30% de las especies de mamiferos

presentes.

En el estado de Colima se han }egistrado 103 especies de mamiferos, de
las cuales 64 son quir6pteros (Apéndice 1) (Hall, 1981; Ramirez-Pulido y Castro-
Campillo, 1990; Ramirez-Pulido et al., 1983, 1986, 1996), esto representa el 25%
de todas las especies de murciélagos del pais. El estado tiene cubierta mas de la

mitad de su superficie por selva baja caducifolia, sin embargo en la década de los
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80's hubo una notable reduccién del 25% en la superficie cubierta por la

vegetacién natural, de este porcentaje, el 8.8% corresponde a vegetacion
secundaria; al mismo tiempo se detecté un incremento del 13.4% de la superficie
estatal destinado a actividades agropecuarias (Flores y Gerez; 1994). Colima
ocupa el 8° jugar en diversidad de especies de vertebrados endémicos a
Mesoameérica y el 15° en numero de endemismos estatales; aun asi su fauna ha
sido pobremente estudiada, en la distribucién de vertebrados por tipo de
vegetacion se encuentra que en la selva baja caducifolia hay registradas 107

especies (Flores y Gerez; 1994).

Los murciélagos juegan un papel muy importante en la ecologia ya que por
sus habitos alimenticios intervienen en procesos de polinizacion, dispersion de
semillas y ayudan a mantener el equilibrio ecolégico de las poblaciones de
insectos, entre otras cosas. Estas mismas funciones los hacen ser importantes en
la agricultura; ademas en la ganaderia, el murciélago vampiro Desmodus rotundus
es muy importante por ser reservorio y transmisor del virus de la rabia o
derriengue que causa grandes pérdidas en el ganado vy en el ser humano

(Alvarez-Castafieda y Alvarez, 1991).

Sin embargo, la mayoria de los estudios epidemiolégicos se han hecho en
D. rotundus olvidando a otras especies de murciélagos a pesar de su gran

importancia ecoldgica y econdémica, lo que implica que no se han considerado

como especies importantes aunque puedan serlo.
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Enfermedades transmitidas por murciélagos

Los murciélagos insectivoros se encuentran presentes en muchas regiones
del mundo a la fecha s6lo ocho géneros se han visto implicados en la transmisiéon
de los Lyssavirus: Eptesicus, Myotis, Lasiurus, Lasionycteris, Pipistrellus,
Tadarida, Miniopterus y Nycteris (Smith, Orciari y Yager, 1995) su presencia e
importancia varia segiin la distribucion y ia biologia de cada género, y las
diferencias entre cada género influyen en la transmisién y dispersion de los
lyssavirus (McColl, Tordo y Aguilar-Setién, 2000). Ademas los quirépteros también
se han relacionada con otros grupos de virus como los paramyxovirus, de los
cuales se reporta que en una poblacién de murciélagos del género Pteropus en
Australia se aislé el virus Hendra, el cual pertenece a la familia Paramixoviridae

(Westbury, 2000; Young et al., 1996).

Diversos estudios realizados con el murciélago vampiro D. rotundus (figura
1) han mostrado que estos pueden ser transmisores de varios microorganismos
causantes de enfermedades tales como virus, bacterias, hongos y protozoarios, de
los cuales en algunos casos se han encontrado individuos infectados como en la
encefalomielitis equina venezolana (VEé), el virus de la fiebre amarilla (YFV), virus
del género Aphthovirus, que provoca la fiebre aftosa (Food and Mouth Disease,
FMD), leptospirosis, salmoneiosis y otras bacterias como Aeromonas hydrophila

que causan enfermedades gastrointestinales, candidiasis, la enfermedad de

Chagas, provocada por el Trypanosoma cruzy, la surra o peste boba causada por
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T. evansi; de otras enfermedades sus desechos son fuente de infeccién como la
histoplasmosis, scopularosis y de otras enfermedades causadas por hongos
(Microsporum gypseum 'y Allescheria boydii)y;, y por ultimo de algunas
enfermedades sélo se consideran posible vias de transmisidon como en la lepra,
dengue, la enfermedad de Epstein-Barr, estomatitis vesicular, SIDA, leishmaniasis,

malaria, tifo murina y equina, y algunas otras mas (Constantine, 1988).

Figura 1. Murciélagos Desmodus rotundus en una cueva
del estado de Colima (Fotografia por Dr. Cornelio Sanchez).
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Generalidades del virus de la rabia

Ubijcacién taxondémica

El virus de la rabia pertenece al orden Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae y género Lyssavirus. En el orden Mononegavirales se encuentran
los virus que presentan un genoma formado por RNA de sentido negativo no
segmentado, el orden tiene tres familias: Rhabdoviridae, Filoviridae vy
Paramyxoviridae (Tordo, 1993). Este orden incluye virus causantes de distintas
enfermedades de vertebrados y del hombre, como son los virus de la rabia y de la
estomatitis vesicular (Familia Rhabdoviridae), el virus Ebola (Familia Filoviridae), y
los virus de parainfluenza, del sarampién y LPM (Familia Paramyxoviridae)

(Crainic y Saron, 1993).

La familia Rhabdoviridae contienen mas de 200 virus cuyos hospederos
varian ampliamente desde vertebrados, invertebrados y plantas (Murphy et al.,
1995). Esta variabilidad contrasta enormemente con su estrecha similitud en
morfologia, estructura y mecanismos de replicacion. Los artrépodos son sus
vectores mas frecuentes y probablemente sean los reservorios originales de los
cuales se fueron adaptando hacia pllantas y vertebrados (Tordo, Chariton y

Wandeler, 1998).

Elementos de esta evolucion se sugieren en los ciclos de transmisién de los

virus, de manera que el virus sigma infecta solamente a la mosca Drosophila;
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otros virus tienen ciclos mixtos de artrépodo-planta (virus del amarillamiento
necrético de la lechuga, LNYV) o insecto-mamifero (virus de la estomatitis
vesicular, VSV). Se sugiere que algun artrépodo acuatico podria transmitir los
rhabdovirus de peces (virus de la necrosis hematopoyetica infecciosa, IHNV), sin
embargo no hay evidencia de un ciclo de artropodo-planta-mamifero. Finalmente
se encuentran el virus de la rabia y virus relacionados. los cuales tienen como

hospederos sélo a los mamiferos (Tordo, Charlton y Wandeler, 1998).

En lo que se refiere a rhabdovirus de importancia en medicina y veterinaria
se encuentran tres géneros: Lyssavirus, Vesiculovirus y Ephemerovirus. En los
Lyssavirus se agrupan al virus de la rabia y virus relacionados, la descripcién de
estos se hace mas adelante. En el género Vesiculovirus encontramos al virus de la
estomatitis vesicular con seis serotipos bien identificados; este causa periodos de
fiebre en ganado, caballos y cerdos, también se presentan ampulas en la boca
que rapidamente se ulceran (Tordo, Charlton y Wandeler, 1998). Dentro de los
Ephemerovirus se encuentran los virus que son transmitidos de insectos
hematéfagos al ganado y al bufalo de agua, en areas tropicales y subtropicales
(Walker et al., 1992; 1994), el prototipo de este género es el virus de la fiebre

efimera bovina (BEFV) (Tordo, Charlton y Wandeler, 1998).

Dentro del género Lyssavirus existen cuatro serotipos diferentes: 1) virus de
la rabia, 2) Lagos bat, 3) Mokoila y 4) Duvenhage, y los aislados de murciélagos

europeos EBL1 y EBL2 (European Bat Lyssavirus) que aun no han sido

clasificados (Dietzschold et al/.,, 1988; Rupprecht et al.,1981; WHO, 1992). EIi




Introduccion

analisis filogenético de los genes dela nueotei Yy la glioproteina muestran
que hay seis genotipos, los cuatro primeros pertenecen a los serotipos ya
definidos y los dos restantes a los virus EBL1 y EBL2, por lo que el virus de la

rabia pertenece al serogenotipo uno (Bouhry et al.,1993).

Morfologia y composicién quimica

El virus de la rabia tienen forma de bala, es decir cilindrica con un extremo
plano y el otro redondeado, el virion mide 180 nm de longitud por 75 nm de
diametro aproximadamente. Esta se puede dividir en dos unidades estructurales

distintas: Una fina envoltura exterior (8 nm) con espiculas (5 nm) que engloba a

una ribonucleocapside central de aspecto denso y estructura helicoidal (Tordo,

1993) (figura 2).

Glicoproteina

Proteina de matriz

Ribonucleocapside

Fosfoproteina
Proteina L

Envoltura viral

Figura 2. Esquema de un viridn de lyssavirus. Modificado de Tordo, 1993.
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El virus est compuesto bioqumicamente por 74% de proteinas, 20% de

lipidos, 3% de carbohidratos y 3% de RNA (acido ribonucleico) (Tordo, Chariton y
Wandeler, 1998). Su genoma es de RNA linear no segmentado, de polaridad
negativa, mide 12 kb y se encuentra embebido en un complejo ribonucleoproteico

helicoidal. Presenta cinco genes que codifican para cinco proteinas:

- La glicoproteina (G), de 70 kD que esta glicosilada y acilada con acido
palmitico, se encuentra anclada a la membrana, constituye las espiculas
salientes y cada una esta compuesta de tres ectodominios, por lo que es la
mas antigénica.

- La proteina de matriz (M o M1), mide 25 kD esta palmitiolada y fosforilada,
se encuentra tocando la superficie interna de la membrana del virion.
Ademas une a la proteina G con la proteina N.

- La proteina N es la nucleoprotefna o nucleocapside, mide 57 kD y forma
parte del complejo ribonucleoproteico fosforilado que envuelve al material
gendmico.

- La proteina L nombrada asi por ser la mas larga mide 180 kD, es la RNA
polimerasa del virus y también forma parte del complejo ribonucleoproteico
fosforilado.

- La proteina NS (también nombréda como M2 o P, por fosfoproteina), mide
38.5 kD, forma el complejo ribonucleoproteico fosforilado. Iniciaimente era

considerada como no estructural. El complejo formado por estas tres

ultimas proteinas es el que da la forma de bala al virion.
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Tamblén se encuentra presente el pseudogen \P cuya funcnon adn no a sndo

definida. Se encuentra localizado entre los genes de las proteinas G y L, tiene
400 nucledtidos y se considera como el vestigio de algun gen que dejé ia

evolucién de los rhabdovirus (Tordo, Chariton y Wandeler, 1998; Tordo, 1993)

(Figura 3).

7/}

V4
12 kb

Figura 3. Esquema del genoma del virus de la rabia. Se muestran los cinco genes que codifican
para las cinco proteinas respectivas: gen N, nucleoproteina; gen M1, proteina de matriz; gen P
(M2), fosfoproteina; gen G, glicoproteina; gen L codifica para la RNA polimerasa, y el pseudogen
Y. El sentido de la cadena es de 3'-5' por ser de sentido negativo.

Ciclo de infeccion del virus de la rabia

El virus de la rabia generalmente se transmite mecanicamente por lesiones,
mordidas (que rompen la barrera cutanea), y excepcionalmente por aerosoles y
lamidos penetrando por la mucosas. Una vez que el virus se encuentra en el
organismo entra en una fase de eclipse en el lugar de la herida, en este tiempo el
virus no es reconocido en el hospedero, posteriormente el virus penetra en las
células musculares o en las terminales nerviosas periféricas dirigiéndose hacia el

sistema nervioso central (SNC) via sinapsis. Una vez en el cerebro comienza una

fase de replicacién y propagacién de manera centrifuga de tal modo que se
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infectan tejidos periféricos no nerviosos, como las glandulas salivales para

asegurar la transmision de la enfermedad (Tordo, 1993).

En el proceso de multiplicacion del virus ocurren una serie de eventos que
forman parte del ciclo de infeccién, y aunque en las células de los hospederos
puedan ocurrir simultaneamente se describen de manera lineal en el siguiente
orden: absorcién, penetracion, liberacion del material genético, transcripcion,

translacion, replicacion, maduracién y construccion de los viriones (figura 4).

Construccién

Penetraciéon

Ensambile |

[

Replicacion

, 1

Maduracién de
proteina G

Liberacién de la
nucleocapside

/

Transcripcion

Translacién

Figura 4. Ciclo de infeccién de los rhabdovirus. Modificado de Wagner, 1987.




hospedera mediante trimeros de glicoproteina que reconocen a un receptor
especifico, varios estudios indican que el receptor nicotinico para acetil colina
(AchR) interacciona con el virus de la rabia (Baer y Lentz, 1991; Tordo, 1993); sin
embargo, no es el unico ya qhe se ha encontrado que células que no expresan
AchR son capaces de unir el virus, estos otros receptores aun no se han definido y
probablemente funcionen en vivo (Reagan y Wunner, 1985; Tsiang et al., 1986;

Wunner y Reagan, 1986; Lafay et al., 1991; Coulon et al., 1994).

La penetracidn del virus en el interior celular esta dada por un proceso de
endocitosis, en el cual una disminucion en el pH provoca una fusién entre la
membrana del virion y la pared del endosoma, liberandose de esta manera el
complejo ribonucleoproteico (RNP) en el citoplasma celular para servir como
molde e iniciar la expresion genética. En el caso exclusivo del virus de ta rabia el
complejo RNP es llevado primero al pericarion neuronal por un flujo axonal
retrogrado, para que ahi se lleve acabo la transcripcion (Tordo, Charlton y

Wandeler, 1998; Tordo, 1993).

Debido a que el virus presenta un genoma de polaridad negativa es
necesario que para la transcripcion se formen cadenas compiementarias de
polaridad positiva, mRNAs. La transcripcién inicia cuando la polimerasa viral
reconoce al promotor en el extremo 3’ del genoma , procediendo hacia el extremo

5. Se producen primero cinco transcritos monocistrénicos no “capped” y no

poliadenilados que sirven como RNA lider para la produccion de cinco mRNAs que




de un gen a otro, ya que la transcriptasa deja de funcionar en cada sefial de

poliadenilacion, pasa a través de la region intergénica y comienza a transcribir de
nuevo en la siguiente sefial de “capping”, aunque pareciera que solo se reinicia
parcialmente. Probablemente la longitud de la region intergénica examinada
influya en la eficacia de la reiniciacién. Los periodos de arresto entre cada gen
pueden corresponder a las sefiales de poliadenilacién y “capping” de los genes

(Tordo, Charlton y Wandeler, 1998; Tordo, 1993).

La replicacion comienza después de la sintesis previa de las proteinas
virales. La polimerasa encargada de la replicacién forma grandes cadenas de
polaridad positiva anti-genoma que se ocupan en la produccién del genoma para
los nuevos virones. Ambas cadenas genoma y anti-genoma deben ser cubiertas
por el complejo RNP para evitar su degradacion, por esto primero debe haber una
sintesis de las proteinas que forman dicho complejo (Tordo, Charlton y Wandeler,

1998; Tordo, 1993).

La cantidad de nucleoproteina presente en el medio intracelular es
importante para la regulacién entre los procesos de transcripcidn y replicacion.
Cuando hay una baja concentracién de esta proteina la polimerasa se detiene al
final del RNA lider y se inicia la sefial de transcripcion para el mRNA, lo cual da el
inicio para el proceso de transcripcion. La traduccidon de los mMRNAs dan como

resultado la produccion de mas proteinas virales. A altos niveles de

nucleoproteina, la encapsidacion simultanea evita que la polimerasa se detenga al
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fnal del RNA Iider camblando asiaun mdo otmuo que danmcno al proceso de

replicacién (Tordo, Charlton y Wandeler, 1998; Tordo, 1993).

La translacion ocurre entre la transcripcion y la replicacion y esta mediada
por mecanismos celulares. Todas las proteinas virales son producidas por
ribosomas libres, excepto la proteina G la cual debe ser producida por ribosomas
unidos al reticulo endopiasmico rugoso, ya que se sintetiza como un proteina
transmembranal. Llega a la membrana citoplasmica via Aparato de Golgi. Esta
proteina se sintetiza de un modo inactivo y se activa hasta que llega a la superficie
celular y por un aumento del pH se convierte a su estado natural (Tordo, Chariton

y Wandeler, 1998; Tordo, 1993).

Una vez que las proteinas han sido sintetizadas y los complejos
ribonucleoproteicos nuevos se han formado, la proteina de matriz lleva acabo dos
funciones muy importantes, inhibe la transcripcion y replicacién, y compacta la
ribonucleoproteina en una forma helicoidal acercandola hacia la membrana
celular, en el lugar donde se encuentra la glicoproteina. De esta manera se ponen
en contacto ambas partes y se forma nuevos viriones que salen de la célula con

parte de la membrana de citoplasmatica de la célula hospedera (Tordo, Chariton y

Wandeler, 1998; Tordo, 1993).
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Epidemiologia del virus de la rabia

El virus de la rabia puede afectar a todos los mamiferos de sangre caliente
y por esto tiene una distribucion casi mundial. Las especies susceptibles a ia rabia
pueden ser divididas en dos categorias: la primera como reservorios, es decir
animales que mantienen el virus y lo diseminan de manera eficaz , los cuales son
principalmente predadores (perros, zorros, lobos, mapaches, zorrillos y el
murciélago Desmodus rotundus, entre otros). El segundo grupo lo conforman los
animales que aunque padecen la rabia no la diseminan de manera eficaz, tal es el
caso de los herbivoros u omnivoros, los cuales son considerados fondos
epidemiolégicos de saco o huéspedes incidentales (Aguilar-Setién y Loza-Rubio,

1999).

lL.a rabia se puede dividir por sus ciclos en urbana y silvestre. En la rabia
urbana, el perro (en algunas ocasiones el gato) es el principal vector. La rabia
silvestre se divide a su vez en ciclo terrestre y aéreo; en el ciclo terrestre de la
rabia silvestre los vectores pueden ser varias especies dependiendo del sitio
afectado (por ejemplo zorro rojo, Vulpes vulpes, en Europa; mangostas en las
Islas del Caribe; zorros, mapaches, zorrillos, lobos y coyotes en Estados Unidos y
Canada). El principal vector de la rabia silvestre de ciclo aéreo es el murciélago D.

rotundus, el cual afecta principalmente al ganado; sin embargo no se han

realizado estudios para determinar si otras especies de murciélagos también
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del virus de la rabia (Aguilar-Setién y Loza-

pueden ser importantes reservorios

Rubio, 1999).

En los paises en los que la rabia canina (urbana) ha sido controlada y en
los que también la rabia silvestre terrestre lo esta siendo, se ha encontrado que los
murciélagos no hematéfagos (insectivoros principalmente) son transmisores
ocasionales de la rabia. Sin embargo en Meéxico la situacion geografica que
presenta hace que ademas de los vectores silvestres que se encuentran en
regiones nordicas (zorro, coyote, zorrillo, lobo, murciélagos insectivoros), también
se encuentra el murciélago D. rotundus, que se localiza en regiones tropicales y

subtropicales de América (Aguilar-Setién y Loza-Rubio, 1999).

La introduccion del ganado en Latino América por los exploradores
espafoles tuvo importantes consecuencias en la ecologia de las poblaciones del
murciélagos D. rotundus, ya que la aparicién de una fuente masiva de alimento
provocé una gran proliferacion y con esto un aumento en la prevalencia de la
rabia, particularmente para el ganado y los humanos. La rabia transmitida por el
murciélago D. rotundus causa grandes pérdidas en la ganaderia reportandose
hasta 100, 000 casos de rabia paralitica bovina por afio (Acha y Arambulo, 1985).
Ademas de ser también un importante vector en casos de rabia en humanos, asi

en 1975 mas de 490 casos en América Latina se relacionaron con murciélagos

hematéfagos (Pan American Health Organization, 1991).




vacunacion masivas dirigidas a perros y animales domésticos (Navarrete-Navarro

et al., 1999), sin embargo con la disminucion de la rabia urbana, la rabia silvestre
transmitida por murciélagos hematéfagos su vuelve mas importante (McColl,

Tordo y Aguilar-Setién, 2000).

Como el murciélago D. rotundus no es una especie migratoria, la dispersion
de la rabia depende de la interaccién de individuos infectados de una colonia con
los de otra colonia vecina, de esta forma la dispersién del virus puede avanzar de
5 a 10 km por afio y la direccion depende de la densidad de las poblaciones
vecinas de murciélagos (Lord et al., 1975; Lord, 1988), y de la topografia, asi en
1994, en Chiapas, México, la rabia transmitida por murciélago'hematéfago avanzé
de la regién montaifiosa hacia la costa a través de un corredor formado por un

cafén (Aguilar-Setién, comunicacién personal).

Asimismo, la alteracién de nuevas areas en la regién tropical del pais ha
beneficiado el desarrollo de las poblaciones de murciélagos hematéfagos, a través
de la construccién de puentes, casas y canales de irrigacion y drenaje que sirven
como refugio, lo que provoca que la distribuciéon de la rabia transmitida por el
murciélago aumente de forma variable y poco definida, de tal manera que en la
década de los 70’s el area comprendida por los estados de Tamaulipas, Veracruz,
Tabasco y Quintana Roo se encontraban libres de rabia y ahora sélo una pequefia

region del estado de Tabasco (8%) se encuentra libre del virus (Batalla,

Labrandero y Flore-Crespo, 1996; Fernandez-Calderén, 1999).
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"Aguilar-Setién ef al. (1998) reportaron que los murciélagos hematofagos D.
rotundus son menos susceptibles al virus aislado de murciélagos, que las zorras al
virus aislado de zorras, ademas mostré que la mortalidad de los murci€élagos
puede ser muy alta (89%) en dosis de 10° LDso. Experimentos realizados en
murciélagos frugivoros reportan datos similares lo que sugiere que los murciélagos
hematéfagos y frugivoros son poco susceptible a aislados de murciélagos
insectivoros, pero que también hay una pérdida de la relacién dosis-respuesta
entre el virus y los murciélagos (Delpietro y Russo, 1996; Ressang, Gwan y
Hardjosworo, 1963; McColl, Chamberiain, Lunt, Newbury, Middleton y Wetsbury,

observaciones no publicadas).

Los murciélagos tienen un papel muy importante en la épidemiologia de los
lyssavirus. La transmision de lyssavirus de murciélagos a mamiferos terrestres ha
sido reportada sélo en algunos casos, y la transmision entre diferentes especies
de murciélagos ha sido observada y demostrada por estudios de epidemiologia
molecular del virus (Amengual et al., 1997, Loza-Rubio et al., 1999; Smith, Orciari
y Yager, 1995; Bell, 1980). Al parecer cada especie de murciélago actia como
vector de una variante del virus de la rabia lo que sugiere una adaptacion precisa

virus-murciélago, por lo cual se piensa que lleva mucho tiempo de coevoiuciéon

(McColl, Tordo y Aguilar-Setién, 2000).
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Antecedentes del virus de la rabia en murciélagos

La rabia en murciélagos no hematoéfagos fue diagnosticada por primera vez
en murciélagos insectivoros y frugivoros de Trinidad en el afio de 1931 (Pawan,
1936). En México fue en 1943 cuando el virus de la rabia fue identificado por
primera vez en un murciélago frugivoro (Artibeus sp.) (Téllez-Giron, 1944). En
1953 se confirmdé rabia en murciélagos insectivoros en Estados Unidos
(Scatterday, 1954; Venters et al., 1954). También se ha encontrado el virus de la
rabia en murciélagos de otras regiones como Europa, varias partes de Africay la
regiéon antes denominada como Unidn Soviética (King, Davies y Lawrie, 1990)

(figura 5).

Figura 5. Microfotografia en tincién negativa en la que se observa el virus
de la rabia. Las flechas sefalan los rhabdovirus. Aguilar-Setién et al.
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"En una colonia de murciélagos Tadarida brasiliensis de 207 sueros
tomados, el 65% presentaban anticuerpos neutralizantes contra el virus de la
rabia; y como estos murciélagos migran en el invierno pueden ser portadores del
virus e infectar a otras especies de murciélagos en diferentes regiones (Baer,
1975). Siguiendo a murciélagos T. brasiliensis enfermos de rabia, encontraron dos
nuevas especies de murciélagos coloniales Myotis velifer y Antrozous pallidus, y

una especie de murciélago solitario Lasiurus borealis que habian sido infectadas

(Burns et al., 1956).

Otros estudios realizados en poblaciones de murciélagos 7. brasiliensis
mexicana reportan que de entre el 16 al 80% presentan anticuerpos antirrabicos

(Burns y Farinacci, 1955; Burns et al., 1956; Constantine, 1968; Baer, 1975).

En una colonia de murciélagos T. brasiliensis mexicana, ubicada en Nuevo
México (Lava Cave), se encontré que de 750 murci€élagos adultos, el 69% tienen
altos niveles de anticuerpos (Ac) antirrdbicos clase IgG, y el 2% presentan Ac
clase IgM, en animales juveniles se mostraba un incremento en los niveles de Ac
clase IgM en los meses de agosto y septiembre. Analizando cerebros por
inmunoimpronta menos del 1% resultaron positivos para los adultos, mientras que
para los juveniles fue del 2%. El aumento de una infeccidon activa en murciélagos
juveniles puede indicar que hay una pérdida de protecciébn contra el virus por

disminucién de los anticuerpos maternos, lo cual deja susceptibles a algunos

individuos de la colonia. Sin embargo la alta prevalencia de Ac clase IgG y los
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bajos niveles de Ac clase gM muestran que la colonia puede estar protegida

contra el virus de la rabia (Steece y Altenbach, 1989).

En un estudio realizado en murciélagos frugivoros (Eidolon helvium), de 50
sueros el 10% presentaron anticuerpos antirrabicos mayores a 0.5 Ul/ mi; en el
anadlisis de inmunofluorescencia directa de 25 muestras de cerebros colectados al
mismo tiempo que los sueros todos resuitaron negativos; ademas los altos niveles
de anticuerpos encontrados en varios sueros de murciélagos sugieren que una

infecciéon reciente se presenté (Aghomo, et al., 1990).

En un estudio realizado en la zona del Istmo de Tehuantepec, México, se
encontré6 que de 234 sueros de murciélagos, 17 de ellos (6.8%) presentaban
anticuerpos antirrabicos; de los cuales 16 sueros pertenecian a murciélagos no
hematéfagos (Valdespino, 1983). Un estudio realizado en varias colonias de
murciélagos vampiro D. rotundus, también en la zona del Istmo de Tehuantepec
demostré que mas del 33% de los individuos clinicamente sanos de una colonia

eran seropositivos (Ortega et al., 1987).

Villa-Ramirez (1966) menciona que cerca de la tercera parte de la poblacion
total de murciélagos de México pueden ser hospederos naturales del virus de la

rabia, sin embargo la presencia de anticuerpos antirrabicos sélo se detectd en seis

de 49 especies y estos pueden ser una fuente de infeccion para otros mamiferos.
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En 1 - reené una gran o de murciélagos Mormoops

megalophylla, que se encontraban en la cueva del “Diablo” y la mina de “Jesus
Maria” en Nuevo Ledn, México; meses antes hubo una notable disminucion en los
murciélagos que habitan las Cavernas de Carlsbad, Nuevo Meéxico; estudios
realizados en la ultima localidad mostraron que mas del 50% de los murciélagos
muertos o moribundos presentaban rabia. Muestras de suero obtenidas de los
murciélagos de esta caverna mostraron anticuerpos antirrabicos (Villa, 1956; Dept.

of Public Health Comm. Disease Summary, 4: 11-56).

Generalidades del virus LPM

Ubicacién taxonémica

El virus denominado LPM esta ubicado en el orden Mononegavirales,
Familia Paramyxoviridae y Género Rubulavirus. La familia Paramyxoviridae
contiene a los agentes causantes de varias enfermedades graves, tanto de
animales como del hombre, entre ellas la enfermedad de “Rinderpest’, la
enfermedad de Carré (moquillo), la enfermedad de “Newcastle”, el sarampién y la
parotiditis (paperas), estas han causado la mayor morbilidad y mortalidad que
cualquier otro grupo de enfermedades relacionadas haya provocado. Ademas
contiene otro grupo de enfermedades importantes, las enfermedades emergentes,
que se caracterizan por tener un gran potencial para extenderse mas alla de su

distribucién geografica conocida y que su incidencia aumenta en por lo menos dos

décadas o tienden a aumentar en un futuro cercano. Estas enfermedades afectan
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a animales y al hombre como la enfermedad de morbillivirus equina y porcina, el

moquillo de marsopas y delfines, asi como el Sindrome del Ojo Azul (causado por
el virus LPM), la fiebre hemorragica del Ebola y la enfermedad provocada por un
paramyxovirus que afecta a caballos y al hombre en Australia (Murphy, 1999).

En 1991 la familia de estos virus se dividio en tres géneros: Paramyxovirus,
Morbillivirus y Pneumovirus (Kingsbury, 1991; Levy, Fraenkel-Conrat y Owens,
1994). Sin embargo Murphy, en 1999, divide a la familia en dos subfamilias:
Paramixivirinae y Pneumovirinae; y cinco géneros: Respirovirus, Rubulavirus,
Mornrbillivirus, Pneumovirus y Metapneumovirus, perteneciendo los tres primeros a
la familia Paramixovirinae. Algunas de las enfermedades causadas por estos
géneros son: la parainfluenza bovina tipo 3 (Respirovirus); La enfermedad de
Newcastle y el Sindrome del Ojo Azul (Rubulavirus), la enfermedad de Carré
(moquillo) (Morbillivirus), la enfermedad respiratoria sinsicial bovina (Pneumovirus)
y la rinotraqueitis de los pavos (Metapneumovirus). Aunque aun se encuentran
virus que no han sido clasificados dentro de estos géneros como el virus Mapuera
de quirépteros, el virus Nariva de roedores y los virus aislados de pingilinos
nombrados paramyxovirus 1-9. El hecho de que muchos paramyxovirus se

encuentren en vertebrados, principaimente en animaies de sangre caliente sugiere

que tienen un evolucién reciente (Kingsbury, 1991).
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Morfologia y composicién quimica

La familia presenta pleomorfismo, es decir que pueden presentar formas
esféricas o filamentosas; lo que refleja una falta de precisién en la construccién de
los viriones, o en el proceso de ensamble que ademas puede dar como resultado
particuias virales con uno o mas genomas equivalentes, es decir particulas
poliploides (Hosaka, Kitano e lkeguchi, 1966). El virion mide de 150-300 nm de
diametro. En su envoltura presentan espiculas llamadas peplomeros (8-20 nm de
longitud), las cuales ayudan en las fases de anclaje y penetracion (figura 6).
Contienen una nucleocapside de simetria helicoidal de 600-800 nm de longitud y

de 18 nm de diametro en los géneros Paramyxovirus, Rubulavirus y Morbillivirus.

Figura 6. Diagrama de un viribn de paramyxovirus. Las letras sefialan diferentes
proteinas: a. proteinas de fusién y hemoaglutinantes; b. glicoproteina; c. proteinas
auxiliares de la trascripcion y RNA polimerasa; d. nucleocapside, que contiene al material
gendmico (RNA); e. envoltura viral. Figura modificada de Fields, 1991.
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El genoma cpsto pr de cadena sencilla de polaridad

negativa no segmentado, de 15-16 kb de tamafio. Este contiene de 6 a 10 genes
(7 para Rubulavirus) separados por secuencias conservadas no codificantes , las
cuales tienen las sefales de poliadenilacion, y sefiales de inicio y término. El
orden de los genes esta generalmente conservado en la familia y en el caso de los
Rubulavirus que tiene siete genes estos codifican para 8 proteinas, de las cuales

la mayoria son proteinas estructurales del virion (Murphy, 1999) (figura 7).

— 15 049 kb

Figura 7. Esquema del genoma de un Rubulavirus. Se muestran siete génes que codifican para
ocho protelnas, el segundo gen codifica para las proteinas P y V con diferente frente de lectura. La
flecha indica el sentido de transcripcion. Figura basada en el esquema de Murphy, 1999.

Los peplomeros estan compuestos por dos glicoproteinas: la proteina de
hemoaglutinacion-neuraminidasa (HN) y la proteina de fusion (F), ambas juegan
un papel importante en la patogénesis. La proteina HN (80 kDa), actia en anclaje
a la célula y hacia esta proteina se dirigen los anticuerpos neutralizantes para
evitar la entrada del virus en la célula. La proteina F (65kDa), esta presente de una
forma inactiva en los viriones recién formados, esta se activa hasta que se ancla a

la célula huésped y promueve la fusibn de ambas membranas, celular y viral, asi

esta proteina juega un papel muy importante en la patogénesis del virus
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(incluyend

o infecciones persistentes) y en la formacién de sinsicios por fusién de

membranas celulares.

La nucleoproteina (NP) (60kDa), se encarga de proteger al genoma y ayuda
a la formacién de cadenas de RNA gendmico y antigendmico. Junto a ella se
encuentran la proteinas L (200 kDa) y P (60 kDa), que forman el complejo para la
transcripcion del genoma viral, contando con una actividad catalitica en la sintesis
de RNA y adicién de secuencias poli (A) en el extremo 3’ de los RNAm virales;
ademas probablemente la proteina P también actie de un modo mecanico
facilitando el alargamiento de la nucleoproteina. La proteina de matriz (M) (40
kDa), da estabilidad a la estructura viral, interviene en el reconocimiento de la
nuclecapside con la envoltura y puede también participar en la formaciéon de la
envoltura. La proteina SH (small hydrophobic) (aprox. 5012 Da), como su nombre
lo indica es muy hidrofébica y aunque sus funciones no han sido bien definidas su
hidrofobicidad le proporciona un gran afinidad hacia las bicapas lipidicas, y la
protefna V ( aprox. 20 kDa) codificada también por el gen p y considerada como
una proteina no estructural, puede estar implicada en la sintesis del RNA viral,
aunque no se ha descrito con certeza su funcion (Murphy, 1999; Kingsbury, 1991;

Levy, Fraenkel-Conrat y Owens, 1994).

Estos virus son muy labiles a los efectos del calor o la desecacién y son
destruidos facilmente por desinfectantes comunes y solventes lipidicos; la

formacién in vitro de sinsicios en cultivos celulares e in vivo la presencia de

inclusiones acidofilicas en el citoplasma son indicadores de una infeccién, la
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Pneumovirus (Murphy, 1999).

Ciclo de infeccion de los paramyxovirus

El proceso que sigue el virus para infectar a las células del hospedero es
muy parecido al descrito para los rhabdovirus (figura 8). El virus reconoce y se
adhiere a la célula por medio de la proteina hemoaglutinin-neuroaminidasa que se
une a la sialoglicoproteina celular o a receptores glicolipidicos. Una vez realizada
la unién la nucleocapside se libera en el citoplasma debido a que la proteina F se
encarga de la fusion de la membrana celular y viral, proceso que se lleva acabo a

pH fisiolégico (Murphy, 1998; Kingsbury, 1991).

El genoma es transcrito progresivamente en siete mRNAs por una sintesis
secuencial interrumpida de promotor sencilio, ademas cadenas de genomas
completos RNA con sentido positivos también son transcritas y estas sirven como
molde para la formacién del genoma que va a conformar la progenie del virién. La
regulacion entre la formacidn de estas dos formas de RNA al parecer es a nivel
transcripcional. Un modelo de iniciacién-terminacién para la transcripcién de los
paramyxovirus es sugerido por la presencia de secuencias consenso a las lados
de los genes, las cuales son perecidas a pequefas secuencias “motifs”

encontradas en cadenas de DNA para la senalizacion de inicio y termino de las

transcripcidon de los genes en virus con genoma de DNA. Ademas en los
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roviru ano s ﬁn 77 é e u proteina, como ei gen P
que pude codificar de dos a cinco proteinas P/V/C; en el caso de los Rubulavirus
el complejo P/V/C es transcrito y sus productos formados. El mecanismo para que
este gen codifique para mas de una proteina es por que presenta diferentes

frentes de lectura que pueden hacer que se formen distintos mMRNAs para cada

protefna (Murphy, 1999; Kingsbury, 1991).

Al igual que en los rhabdovirus, en los paramyxovirus la concentraciéon de la
proteina N (nucleoproteina) es importante para el control y cambio de un modo de
transcripcion a un modo de replicacidn. Asi cuando la proteina N es producida
esta se une a la transcriptasa RNA viral o con los RNAs intermediarios con sentido
positivo, de este modo previene la poliadenilacién y eventos de iniciacién y termino
que caracterizan a la transcripcidn y pasa a la replicacion en donde las cadenas
completas de RNA de sentido positivo que sirven de molde para el genoma de los
nuevos viriones es mas abundante. Una vez sintetizadas las nuevas cadenas de
RNA de sentido negativo, la proteina N se una a ellas, junto con {a transcriptasa
para formar moléculas de nucleocapside; de esta forma disminuye Ila

concentracion de proteina N y se pasa de nuevo al modo de transcripcion

(Murphy, 1999; Kingsbury, 1991).




Adsorcién

Liberacion
de
nucleocapside

Nucleo

RNA viral
celular

Transcripcién

RNAc

Citoplasma

Translaciéon Ribosomas

\ RNA-v

Ensamble

RNA-Proteinas
g .
—

Formacion de
virus con
membrana
celular

Proteinas
virales

Figura 8. Ciclo de infeccidn de las paramyxovirus. Tomado de Palmer y Martin, 1988.

El ensamble de los virones se puede dividir en dos pasos. La formacién de

la nucleocapside en la cual, primero se une la proteina N con el RNA gendmico
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para formar el moide ribonucleoproteica helicoidal,

dspés se nen las
proteinas auxiliares de la nucleocapside. El segundo paso es Ia construcciéon y
formacién de la envoltura, asi primero la proteina N es concentrada cerca de la
superficie celular en un area en la que es posible que se encuentre las
glicoproteinas virales y que ambas interactien por medio de interacciones no
covalentes. La formacién de las glicoproteinas virales implica su paso por el
reticulo endoplasmico y Aparato de Golgi para ser modificadas por glicosilacion y
que se integren a la membrana celular en la parte apical. Después la
nucleocapside se alinea con la proteina M para que la envuelva y se forman los
viriones con parte de la membrana celular al ser liberados. En los virones recién
liberados la actividad neuraminidasa de la proteina HN probablemente sirva para
evitar que se formen uniones entre viriones por uniones de la hemoaglutinina con

el acido sidlico (Murphy, 1999; Kingsbury, 1991).

Antecedentes para el virus LPM

A principios de 1980 se observd en cerdos de granjas de la regién de La
Piedad, Michoacan una enfermedad denominada “Sindrome del Ojo Azul o Cerdos
Zarcos" . Este sindrome afectaba a cerdos de diferentes edades causandoles

opacidad en uno o ambos ojos de tonalidad azul turquesa y hepatitis, y

presentando una mortalidad del 1% o menos (Campos, 1981).
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En mayo del mismo afio se encontré otro brote en el mismo lugar en el que
los lechones presentaban encefalitis y los cerdos aduitos tenian signos nerviosos y
opacidad de la cornea. De estos animales se aislé un virus hemoaglutinante
(Stephano et al., 1981). Se caracterizé al virus como un Paramyxovirus (Correa-
Girén et al., 1986; Stephano, Gay y Kreese, 1986), a este virus se le nombro Virus
del Sindrome del Ojo Azul (VSOA) (Stephano y Gay, 1985) y se mencioné que el
papel que juegan otros animales en la diseminacién de la enfermedad se
desconoce. En 1984 se aislé un virus con propiedades hemoaglutinantes (HA) a
partir del encéfalo de un cerdo proveniente de una granja en la regién de La
Piedad, Michoacan, en Jla cual los animales presentaban un sindrome que
causaba encefalitis, signos respiratorios, opacidad cornea y presentaba una
mortalidad del 15 al 20% (Martinez et al.,, 1985%, Martinez et'al., 1985b; Martinez
et al., 1985c).

Al virus aislado en 1981 se le denominé VSOA (Stephano y Gay, 1985), y al
aislado en el afio de 1984 se le llam6 paramyxovirus porcino de La Piedad,

Michoacan (LPM) (Correa-Girén et al., 1986; Moreno-Lopez et al., 1986) (figura 9).
Murphy (1999) menciona que no hay reactividad cruzada de este virus con
otros paramyxovirus, sin embargo el anadlisis gendmico sugiere que hay una

relacion muy cercana con el virus de las paperas.

En 1987 se encontré6 que el suero de ratas provenientes de las granjas

porcinas afectadas presentan anticuerpos IH contra el virus LPM (Rosales, et al.,
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1987). Moreno-Lopez et al. (1986) menciona que se desconoce si el virus LPM
pueda infectar de manera natural a otras especies de animales ya que nunca se

han reportado.

Figura 9. Fotografia del virus LPM obtenida en 1984. Tomada de Martinez-Lara,
Correa-Girén y Colinas-Tovar, 1991.

En 1997 en Australia se registré una enfermedad que afecta a los cerdos
mas jovenes y que en las hembras prefadas causa malformaciones en el producto
y abortos. La proximidad de una colonia de murciélagos Pteropus sp., hace
suponer que es la especie reservoria (Dedet, et a/.,1997), sin embargo no se ha
confirmado. Al mismo tiempo se reportaron dos personas que presentaban

periodos de fiebre, a este virus se le llamo Menangle (Halpin et al., 1999).

El virus Tioman causé una epidemia en Malasia en los afios 1998-1999 que
provocd la muerte de 100 personas, cerca se encontraba una colonia de

murciélagos (Pteropus hypomelanus), lo cual también hace suponer que estos
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embargo no se ha comprobado (Mohd Nor, 1999;

puedan ser los portadores, sin

Enserink, 2000).

Wetsbury (2000) menciona que se han encontrado anticuerpos
neutralizantes y se ha aislado el virus Hendra (HeV) de murciélagos del género
Pteropus sp. en Australia, lo cual indica que pueden ser los probables reservorios
naturales. Del mismo modo se han registrado anticuerpos neutralizantes contra el
virus Nipah en murciélagos. La relacion de estos virus con los murciélagos del
género Pteropus sp. hacen suponer que también puedan ser reservorios de otros
virus como el Menangle, razones de sobra para enfatizar los estudios que

permitan entender el nivel microbiolégico de los murciélagos.

Absorcién de sueros en papel filtro

Para el estudio de la epidemiologia de los virus las pruebas serolégicas de
las especies involucradas son bdasicas, sin embargo el manejo de muestras
serolégicas en el campo puede ser complicado, considerando que la mayoria de
los estudios de laboratorio necesitan que estén libres de contaminaciones por
bacterias y hongos que pueden interferir en la interpretacion de resultados; asi

como también en ocasiones el almacenaje y transporte debe de realizarse en frio

para que la muestra sea viable.
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la

n un esudio rliao enp ein e parvovirus porcin
se utilizé papel filtro para absorber sangre de los animales, de este modo
transportarla y realizar las pruebas en el laboratorio (Rodriguez-Villela et al.,
1988). Ademas la adicion de una lectina (como la fitohemoaglutinina) a ia sangre
para que aglutine a los gldbulos rojos puede ser muy util, ya que de esta manera
se puede liberar el suero de la sangre sin necesidad de usar energia eléctrica para

una centrifuga; de este modo, una vez teniendo el suero separado se podria

absorber con el papel filtro.

Con estas bases es necesario desarroliar una técnica que facilite la
obtencion del suero, el almacenaje y transporte de las muestras asegurando que
estas lleguen a su destino con un riesgo minimo de pérdida por mal manejo. De

esta manera se pueden promover estudios epidemiolégicos en areas de dificil

acceso o con periodos de captura muy extensos.
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OBJETIVOS

- Conocer la presencia de anticuerpos contra el virus de la rabia y el
virus LPM en murciélagos no hematdéfagos del estado de Colima,
México.

- Desarrollar una técnica que facilite el almacenamiento y transporte

de los sueros obtenidos en condiciones de campo.
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AREA DE ESTUDIO

El estado de Colima se localiza en la porcién suroeste de la Republica
Mexicana, cuyo territorio esta comprendido en las coordenadas extremas 103° 29’
10”- 104° 41’ 04" de longitud oeste y 18° 41’ 01”- 19° 30’ 45" de latitud norte. Este
colinda al norte, noroeste y noreste con el estado de Jalisco, al sureste con el
estado de Michoacan, al oceste y sur con el Océano Pacifico. La extension
territorial del estado es de 5455.06 km? que representa el 0.27% de la superficie

total del territorio nacional (INEGI, 1999).

El estado se divide en 10 municipios: Armerié, Colima, Comala,
Coquimatlan, Cuauhtémoc, Ixtlahuacan, Manzanilio, Minatittdan, Tecoman y Villa

Alvarez (Figura 10).

Las localidades estudiadas pertenecen a los municipios de Cuauhtémoc y
Manzanillo (INEGI, 1999); estas fueron seleccionadas para hacer una
comparacién entre ambientes, localizando en el municipio de Cuauhtémoc un area

con vegetacion de agricultura de temporal y por otro lado selva baja caducifolia en

el municipio de Manzaniilo (figuras 11y 12).
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Figura 10. Mapa del estado de Colima, el circulo blanco marca el sitio de colecta en el
municipio de Manzanillo y el cuadro blanco sefala el sitio de colecta en el municipio de
Cuauhtémoc.

Dentro del municipio de Cuauhtémoc los puntos exactos de recolecta fueron
los siguientes: 1 km NE Palmillas (19° 21.32’N, 103° §3.06'W, 756 m snm); 1 km
NE Palmillas (19° 21.51’N, 103° 32.96'W, 950 m snm); 2 km E Palmillas (950 m

snm); 4.5 km E Palmillas (805 m snm); y Rio El Naranjo 2 km ENE Trapichillas

(360 m snm).
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Figura 11. Area de captura en el municipio de Cuauhtémoc, cerca de la localidad de Palmillas, en
donde se presentan grandes extensiones de tierra dedicadas a la agricultura (zona alterada).

Estas localidades se encuentran ubicadas en la provincia fisiografica del Eje
Neovolcanico en la subprovincia de los Volcanes de Colima (INEGI, 1999),
Ferrusquia-Villafranca (1998) emplea el término de Provincia de la Sierra Madre
del Sur y subprovincia de las Cordilleras y Cuestas del Pacifico para la misma
zona. En esta subprovincia se localiza la region del Valle de Colima, que tiene una
superficie de 1 280 km? aproximadamente y una altitud que va de 500 a 1 000 m.
La vegetacion predominante es la agricultura de temporal y el pastizal inducido,
algunas de las especies que se pueden encontrar son: Aristida adscensionis,
Paspalum notatum, Cenchrus spp., Zea maiz, Sorghum vulgare, Saccharum

officinarum y Cocos nucifera (INEGI, 1999).
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En el municipio de Manzaniilo la colecta se realizé en: 0.5 km NE La Rosa
(19° 11.483'N, 104° 06.146'W, 893 m snm); 0.6 kmm NE La Rosa (19° 11.523'N,
104° 06.225'W, 700 m snm); 4 km NE La Rosa (19° 11.619’N, 104° 06.146’W, 650
m snm); Rio San José 0.3 km NE La Rosa (19° 11.483'N, 104° 06.146'W, 893 m
snm); 3 km WNW San José de Lumbert (19° 10.808’'N, 104° 09.599'W, 480 m
snm); 4 km NW (by road) San José de Lumbert (19° 10.54'N, 104° 9.23'W, 466 m
snm); 0.7 km W La Rosa (19° 10.55’N, 104° 06.54'W, 591 m snm); y 2.5 km W San

José de Lumbert (19° 107.47'N, 104° 08.660'W, 500 m snm).

Figura 12. Area de captura en el municipio de Manzanillo, cerca de la localidad de San José de
Lumbert, se presenta una vegetacion de seiva baja caducifolia (zona conservada).
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El area se encuentra localizada fisiograficamente en la provincia de la

Sierra Madre del Sur, subprovincia de las Sierras de la Costa de Jalisco y Colima,
aunque Ferrusquia-Villafranca (1998) nombra a la subprovincia como de la
Planicie Costera del Pacifico, que comprende la regiobn montafiosa occidental, la
cuenca del rio Marabasco, el Valle de Armeria y la costa. La vegetacién dominante
del lugar es la selva baja caducifolia que se encuentra dentro de los 0-1900 m.
s.n.m. Durante el periodo seco del afio , mas del 75% de la vegetacion pierde sus
hojas, las especies mas representativas son Bursera spp., Lysoloma spp., Ceiba

spp., Ipomoea spp., Ficus spp., Yy Pseudo-bombax spp.

Clima

En ambas localidades de estudio es el calido subhimedo con lluvias en
verano (AW), es un clima isotermal en el que la oscilacion entre el mes mas calido
y mas frio es inferior a 5° C; la temperatura media anual es de 26.6° C vy la

precipitacion total anual de 1051.9 mm.

Hidrologia

El estado de Colima cuenta con tres colectores acuiferos principales: el rio
Armeria, El rio Coahuayana y el rio Minatitlan-Marabasco. El colector principal

dentro de ia cuenca Rio Chacala- Purificacion es el rio Marabasco, también

conocido como MinatitltAn o Cihuatlan, este rio tiene su origen en la sierra de
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Mananl a

Om. .n.m., oiude » 3 m. us afluentes principales

dentro del estado son: el arroyo Las Truchas, el arroyo Los Chicos y el rio San

José (INEGI, 1999).

MATERIAL Y METODOS

Captura

Para la captura de los murciélagos se trabajé durante 5 dias y 5 noches en
cada localidad colocando 13 redes de niebla (mist-net) u ornitoldgicas, (de 6, 8 y
12 metros) en promedio por noche, las cuales se encontraron abiertas desde el
anochecer hasta las 23:00 hrs aproximadamente. Estas se ubicaron entre la
vegetacion, a la orilla o a través de rios y arroyos, y en el exterior de los refugios.
En el interior de los refugios se utilizaron redes entomolégicas o de golpe. Los
especimenes capturados se mantuvieron vivos en bolsas de manta y antes de ser

sacrificados se les tomo6 la muestra de sangre.

Los especimenes fueron sacrificados con cloroformo, a cada uno se les
registré el tamafo y peso, posteriormente se prepararon en taxidermia para ser
identificados y utilizarlos en estudios de distribucién, ecolégicos, morfolégicos y
sistematicos. Los especimenes se encuentran preservados en piel y craneo, piel y

esqueleto, solo esqueleto y en alcohol (70%), y se encuentran depositados en las

colecciones mastozoologicas del Instituto de Biologia, UNAM; en la coleccién del
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am NI kma useu of tral Hisry, en Ia olccién de mamiferos

de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. La captura se realizé con el
permiso 02-3701 otorgado por el Instituto Nacional de Ecologia del Area de
Reservas Naturales al Dr. Cornelio Sanchez Hernandez, quien realizé la

identificaciéon de las especies. -

En el laboratorio se procedié al registro, resuspension y a la division en 2
alicuotas de las muestras serolégicas obtenidas en el campo. Las alicuotas se
almacenaron a —35° C hasta su uso; una de ellas se destin6 a la prueba de
deteccién de anticuerpos contra el virus de la rabia y 1a otra a la deteccion de

anticuerpos contra el virus LPM.

Disefio de la técnica para la obtencién del suero y su almacenaje

La base para modificar la técnica propuesta por Rodriguez-Villela et al.
(1988), es obtener el suero de una muestra de sangre sin necesidad de
centrifugar, para esto se adicion6é una lectina a la sangre y se esperd el tiempo
necesario para que esta actue y aglutine los glébulos rojos en el fondo. Después,
el suero libre de eritrocitos se absorbié con un papel filtro enrollado y este se

guardé en una caja hermética con agente desecante en el fondo para poder

conservar y transportar las muestras sin riesgo de contaminacién o degradacion.
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prro Ictinas: ﬁtoheoglutinina for M (PH-M) (Sigma®,

L2646) y Concanavalina A tipo IV (Sigma®, C2010). Se hicieron diluciones dobles
de cada una en agua destilada hasta llegar a la dilucién 1: 128. Se sangré un
conejo raza Nueva Zelanda por la vena marginal de la oreja y se colocaron dos
gotas de sangre por cada portaobjetos, hasta Hegar a ocho. A cada gota de sangre
se le agregé una gota de lectina y cada portaobjetos correspondia a una dilucién.
Los portaobjetos con las muestras se incubaron a temperatura ambiente (+28° C)
por 30 min y se observd la eficacia de cada lectina y de sus diluciones para

separar los eritrocitos del suero sanguineo.

Para la eleccidon del papel absorbente asi como del tamafio adecuado,
primero se realizaron pruebas de absorcién con agua, se probaron tiras enrolladas
de diferentes tamafios (3, 5, 7 y 10 mm de ancho por 65 mm de largo) de papel

filtro Whatman No. 42 y papel filtro grueso (Mel de México).

Una vez determinado el papel adecuado y su tamarfio, y con el fin de
conocer la cantidad exacta absorbida por los rollos de papel se colocaron gotas de
diferentes voliumenes (100, 150, 175 y 200 yl) sobre una superficie de plastico;
estas se absorbieron con los rollos de papel y se marcé con un lapiz hasta donde
llegd el area humedecida, de esta manera se logré6 saber, por comparacién de
longitudes, la cantidad de liquido adsorbida por el rolio y tipo de papel. En caso de

que el volumen absorbido saturara el papel, se anotd y se observé si aun quedaba

liquido sin absorber.
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bsorcién entre agua y sueros se
utilizaron sueros de conejo y de humanos, se hicieron las absorciones con las

gotas de diferente volumen y se compararon.

A fin de evitar degradacion y contaminacion de los sueros absorbidos los
rollos de papel filtro fueron colocados en una caja hermética con un agente

desecante (Cloruro de Calcio anhidro, CaClz; 0.5g/ cm?).

El suero absorbido en los rolios de papel filtro se resuspendié macerando
los rollos en morteros de porcelana agregando buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4
estéril suficiente para obtener una dilucién de 1:3, una vez bien macerado se vacié
a un vial de 1.5 mi (EPPENDORF, KX4259C) y se céntrifugé (centrifuga
“Eppendorf” mod. 5415C) a 12, 000 rpm durante 10 min, el sobrenadante obtenido

se guardd en viales de 0.6 ml (DIAGGER, KX42646) y se almacenaron a —35° C.

Determinacion de anticuerpos contra el virus de la rabia.

Para la deteccién de anticuerpos antirrabicos se utilizé la Prueba de
Reduccion Rapida de Focos Fluorescentes (PRRFF), con algunas modificaciones
(Espinosa-Larios,1997). La prueba consiste en inocular cantidades constantes de
virus rabico con diluciones seriadas de los sueros a probar, utilizando como

referencia un suero con titulo conocido en unidades internacionales por mililitro

(Ul/ ml), a una monocapa de células susceptibles al virus. Después de 24 horas de
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incubacion se observa la diferencia del numero de focos de infeccién, entre el

suero de referencia y los sueros problema (Bourhy y Sureau, 1996).

Como células susceptibles al virus de la rabia se utilizaron células de
neuroblastoma murino (CCL 131) (figura 13), las cuales se replicaron en botellas
de plastico para cuiltivo celular de 25 cm? (CORNING, 430168) ; con Medio
Minimo Esencial (MEM) GLASGOW (IN VITRO, S.A., ME 055) complementado
con suero fetal bovino (SFB) (HYBRIMAX, F 4010) al 10% para crecimiento y al
2% para mantenimiento, ademas de una solucién antibidtica-antimicoética (SIGMA,
A-4668). Los cultivos se mantuvieron en una estufa incubadora (LAB-LINE,

microprocesor COz2 incubator) a 37° C, con atmodsfera humeda y 5% de COa.

Figura 13. Células de neuroblastoma murino (CCL 131). Utilizadas para las
pruebas de determinacién de anticuerpos antirrabicos (100X).
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Cuanda botela d cultivo celular pesenté la

cade céluls conﬂunt,
estas se despegaron con 2 ml de tripsina 0.3%, después se les agregé 15 mi de
MEM- 10% SFB para resuspender las células. De esta suspensién se colocaron
100 ul en cada pozo de una placa de 96 pozos de fondo plano (NUNC, 168055),
esta placa se incubd por 24 hr a 37° C en atmésfera himeda con 5% de COz,

para obtener monoestratos 100% confluentes en cada uno de ios pozos.

En otra placa de 96 pozos de fondo plano (placa de neutralizacién), se
hicieron las diluciones de los sueros a titular colocando 100 ul de MEM sin suero,
como diluyente, en cada pozo excepto en los controles de virus y células; en los
pozos controles de células se agregaron 150 pyl de MEM sin suero. Se realizaron
dos diluciones triples del los sueros que se encontraban ya'en una dilucién 1:3.
Con el suero de referencia (suero humano con 10 UI/mi de anticuerpos contra
rabia) se hicieron cuatro diluciones triples. Se adicionaron 50 pl de virus PV
conteniendo aproximadamente de 25-30 unidades formadoras de focos
fluorescentes a cada pozo, excepto en los controles de virus que se agregaron
150 pl y a los pozos controles de células no se les agregé. A los pozos controles
de virus mas PHA-M se les adicionaron 2 gotas (10 ul) de PHA-M. La placa de

diluciones se incubd por 1 hr a 37° C en atmoésfera himeda con 5% COz.

Se sacaron ambas placas de la incubadora y una vez que se observé que el

estado de las células fuera normal y que hubiera una capa confluente, se aspiré

suavemente el sobrenadante de las células y se le cambio por las diluciones de la
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placa de tizai Po L’lltimose aegron 50 ul de MEM sin suero a cada

pozo y se incubd a 37° C en atmdésfera humeda con 5% COz2 por 24 hrs.

Para fijar las células se utilizé acetona fria al 80% (aproximadamente 150 pl
en cada pozo), durante 30 min a —20° C, después se desecho la acetona y se dejo

secar al aire.

Para la tincion de los focos de replicacion viral se utilizaron 40 pl de
conjugado fluorescente antirrabico (Laboratorios BAER, monoclonal
antinucleocapside) por pozo, se incubd por 30 min a 37° C en atmésfera hiumeda,
se lavé con agua corriente, se dejé secar un momento al aire y se le adicionaron
80 pl de liquido de montaje (50% glicerol-50% PBS pH 7.2). Se observé en el
microscopio invertido de larga distancia focal con lampara UV (OLYMPUS LHS50A)

para realizar el conteo de focos fluorescentes (figura 14).

Para determinar si la fitohemoaglutinina (PHA-M) interfiere en la técnica de
deteccion de anticuerpos contra la rabia, se hicieron pruebas con muestras de
suero tomadas a la par, unas tratadas con PHA-M y otras manejadas de la manera
convencional; es decir obteniendo el suero centrifugando la sangre. Estas
muestras fueron tomadas de un conejo adulto raza Nueva Zelanda
hiperinmunizado con vacuna antirrabica para uso humano producida en células
VERO. Las muestras se tomaron el dia de la primera estimulacién, antes de que

esta se realizara, y antes de cada estimulo (total: cuatro estimulos, a intervalos de

tres semanas).
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Figura 14. Células de neuroblastoma murino (CCL 131) infectadas con virus rabico.
{luminacion con luz UV para observar las inclusiones intracitoplasmaticas que fueron
tefidas con un conjugado fluorescente para realizar el conteo de focos fluorescentes en la
prueba de deteccidn de anticuerpos antirrabicos (100X).

Trabajo con murciélagos Desmodus rotundus en cautiverio

Una vez que se probd que la técnica funcionaba en el conejo, esta se aplicé
a murciélagos en cautiverio, con el fin de conocer si las variables determinadas
para el conejo servian también para los murciélagos por que estos eran los

animales a capturar en el campo.

Se utilizaron murciélagos Desmodus rotundus, pertenecientes a una colonia
que mantiene el Instituto Mexicano del Seguro Social en las instalaciones del

CENID-Microbiologia del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales vy
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Agropecuride I Setaria de riculua, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca

y Alimentacidn (INIFAP-SAGARPA) en Palo Alto, Cuajimalpa, D. F.

La sangre de los murciélagos se extrajo por puncién intracardiaca; el
espécimen se sujeté de manera que quedara el pecho descubierto manteniéndole
las alas hacia atras e introduciendo la aguja por un costado a la altura del corazén,
extrayéndoles 0.5 ml de sangre en promedio. Las muestras se colocaron en viales
de 1.5 ml y se les agregaron tres y seis gotas de PHA-M a diferentes tubos, se
dejaron incubar a temperatura ambiente por 30 y 60 min. Se adsorbieron los
sueros con rollos de papel filtro y se colocaron en la caja con el agente desecante.
Esto se hizo para conocer la cantidad de PHA-M que se le debia agregar a la

sangre de murciélago.

Una vez resuspendidos los sueros de murciélagos D. rotundus se probaron
también por la técnica de reduccion rapida de focos fluorescentes, los resultados
se compararon con los datos obtenidos en determinaciones de anticuerpos

anteriores, realizadas tomando el suero de forma clasica.

Debido a que en el desarrollo del trabajo el suero que se obtuvo se
encontraba diluido por la PHA-M y ademas por que la técnica de PRRFF en si
maneja diluciones se decidid que los resultaros se interpretarian de una manera

cualitativa y no cuantitativa, es decir que solo se reportaron sueros positivos o

negativos sin determinar el titulo de anticuerpos en unidades internacionales. E!
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criterio para diagnosticar un suero como positivo fue que presentara un reduccion

neta de focos fluorescentes en la diluciéon 1:9 del suero.

Los parametros obtenidos para D. rotundus se utilizaron para muestrear los
murciélagos silvestres, en la figura 15 se muestra parte del manejo de las

muestras en el campo.

Deteccién de anticuerpos contra el virus LPM

La deteccion de anticuerpos contra virus LPM se llevo acabo por la técnica
de inhibicion de la hemoaglutinacion. LL.a base de esta prueba es la interaccién de
una de las proteinas de superficie virales, la hemoaglutinina, con receptores en la
membrana de los eritrocitos (&cido sidlico). Cada particula viral contiene muchas
moléculas hemoaglutinantes (HA) que son capaces, si se encuentran en suficiente
cantidad, de formar redes complejas con los eritrocitos, si los eritrocitos no se
aglutinan forman un botén en el fondo del recipiente que los contiene, de tal suerte

que este fenémeno es mas facil de observar en recipientes con fondo en “U” 0 en

“V” (Barrett y Inglis, 1991) (figura 16).
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Figura 15. Parte del trabajo de campo. En a se observa cuando se coloca la sangre en el tubo para
adicionar la PHA-M; en b se esta adsorbiendo el suero después de la accién de la PHA-M y en ¢
se presentan varios muestras de sueros que van a ser colocadas en sus contenedores para
guardarlas en la caja con el agente desecante, todo debidamente rotulado.

Los sueros a titular se inactivaron en bafio maria a 5§6° C por 30 min. En una placa
de 96 pozos de fondo en “V” (NUNC, 249662) se agregaron 50 ul de PBS pH 7.2,
excepto en el primer pozo del control de virus y del suero de referencia. Se
tomaron 50 ul de los sueros a determinar y se realizaron cuatro diluciones dobles.
Como suero de referencia se utilizé un monoclonal contra LPM identificado como
A1, con un titulo de Inhibicion de la Hemoaglutinacion (IH) de 1:10 000, del cual
se agregaron 50 ul en los pozos destinados a sueros de referencia. Se adicionaron

50 plrdé virus LPM con 4 unidades hemoaglutinantes (UHA) en cada uno de los
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pozos, excepto en los pozos controles de eritrocitos. En los pozos destinados a

Figura 16. Prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH). En {as hileras uno y cuatro
se observan sueros hemolisados que provocan interferencia en la lectura de
resultados; hilera dos es un suero negativo; hilera tres cuero positivo; hilera cinco
difucion de eritrocitos; siete control positivo y ocho control negativo. En los pozos en los
que se observa un punto son los eritrocitos precipitados, un pozo antes es la dltima
dilucibn donde hay hemoaglutinacion y ahi se cuenta como una unidad
hemoaglutinante (1 HA).

La placa se incub6é 1 hr a temperatura ambiente (+28° C), después se
adicionaron 50 i de eritrocitos de cobayo al 0.5% en PBS pH 7.2 en todos los
pozos. Se incubd la placa por 1 hr a temperatura ambiente y se anotaron los
resultados de la aglutinacion. En caso que algun dato se encontrara dudoso se

incubod la placa por 24 hrs a 4° C, para observar si se aclaraban los resultados

(Martinez, et al., 1986).
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Determinacién de la interferencia de la PHA-M en la hemoaglutinacién.

Para conocer si fitohemoagilutinina (PHA-M) agregada a la sangre de los
murciélagos interfiere en la inhibicion de la hemoaglutinacién se probd primero si
aun habia restos de PHA-M en los sueros. Primero, se incubdé a temperatura
ambiente (+28° C) una placa de 96 pozos con fondo en “V” con una muestra de 25
pl de suero de murciélago y 25 pl de eritrocitos de cobayo al 0.5% en PBS pH 7.2

durante 1 hora. Se observaron y anotaron los resultados.

Después se adsorbieron seis sueros de murciélago con eritrocitos de
cobayo al 50% en PBS pH 7.2, colocando 100 gl de suero y 12.5 ul de eritrocitos
en un vial de 0.6 ml, se dejaron incubar 1 hr a temperatura ambiente (+28° C). Se
centrifugaron a 11,000 rpm durante 10 min en una centrifuga “Eppendorf” mod.
5415C, se separ6 el sobrenadante. A tres de estos sobrenadantes se les inactivo

en bafio maria a 56° C por 30 min.

Estos sueros fueron probados en una placa de 96 pozos con fondo en “V”
colocando 50 yl de cada suero por pozo y 50 pl de eritrocitos de cobayo al 0.5%

en PBS pH 7.2. Se dejoé incubar una hora a temperatura ambiente (+ 28° C).
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Analisis estadistico

De los resultados obtenidos se realizaron tablas de contingencia para
evaluar si las diferencias eran significativas. Se utilizé la siguiente férmula para

RiGG , donde €ij es cada valor de la tabla

elaborar la tabla de contingencia: €ij=

que corresponde a un valor esperado para cada valor observado, Ri es la suma de
los valores del renglén x de la tabla, Cj es la suma de los valores de la columna y
de ija tabla, y n es el nimero (tamafio) de muestra. La tabla de contingencia
elabora con los valores observados para calcular los valores esperados, un

modelo se muestra a continuacion:

X Y Z Donde:

A k !/ [R1 X, Y, A, B son las caracteristicas observadas.
k, I, m, n son los valores observados.
R1eslasumadekyl
R2eslasumademyn.

B m n|R2 C1 eslasuma de ky m.
C2eslasumadel/yn.
> | c1 C2| n n es el tamafio de muestra.

De este modo una vez obtenidos los valores esperados se hizo el cailculo
por Chi cuadrada para saber la probabilidad de que las diferencias fueran

significativas.




RESULTADOS

Durante e! trabajo de campo se capturaron 151 especimenes
pertenecientes a cuatro familias, 11 géneros y 17 especies (figura 17). En el

apeéndice A se muestra la lista de las especies capturadas.

Figura 17. Algunos murciélagos capturados. De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo los
especies que se presentan son: Artibeus sp., Leptonycteris curasoae yerbabuenae, Mormoops
megalophylla megalophylla y Rhogeessa parvula major.
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alterada y 16 (85 individuos) en el d&rea de selva baja caducifolia. El 5§8.3% de los
especimenes fueron hembras y el 41.7% machos. Segun el tipo de alimentacién
los murciélagos frugivoros son los que se encuentran mas representados con un

72.2%, seguidos de los nectarivoros 15.2% y por uUltimo los insectivoros 12.6%

(figura 18).

8o 72.2

[«
o

4]
o

W
o

N
(=}

16:2 1286

Porcentaje de individuos
»
[=]

-
(=]

[=]
p

Frugivoro Nectarivoro Insectivoro

Figura 18. Gréfica de porcentajes de murciélagos capturados en ambas areas (conservada
y alterada) segun el tipo de alimentacién (n= 151).

Estandarizacion de la técnica para obtener el suero

La lectina seleccionada por su mayor eficacia fue la fitohemoaglutinina
forma M (PHA-M) sin diluir (2.086 pg/ pl). Como papel absorbente se eligié el

papel filtro Whatman No. 42 en.rollos de 1 x 6.5 cm, los cuales pueden adsorber
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hasta 175 pl de suero sin que se sature. No se encontraron diferencias entre la

capacidad de absorcién del agua y suero por parte del papel filtro seieccionado.

La figura 19 muestra la gréafica con los titulos de anticuerpos obtenidos en el
conejo inmunizado con vacuna antirrabica producida en células VERO, se puede

observar que se obtuvieron titulos menores en los sueros obtenidos con PHA.

En el trabajo con los murciélagos en cautiverio como resultado se determiné
agregar 5 gotas (25 ul) de PHA-M a la sangre con una jeringa de 1 ml y se dejaron
incubar 1 hr a temperatura ambiente, el suero se absorbié con los rollos (1 x 6.5
cm) de papel filtro Whatman No. 42 y se colocaron en la caja con agente

desecante. Las muestras de murciélagos silvestres se les traté de la misma forma.
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Figura 19. Grafica con los titulos de anticuerpos antirrabicos encontrados en el conejo raza Nueva
Zelanda inmunizado con vacuna para uso humano producida en células VERO. Los sueros fueron
obtenidos tanto de manera convencional como por medio de la fitohemoagiutinina forma M (PHA-
M).
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El titulo de anticuerpos antirrdbicos obtenidos con los murciélagos en
cautiverio D. rotundus se muestra en la figura 20. En esta se comparan las dos
técnicas utilizadas para la obtencion del suero y no se encuentran grandes

diferencias.
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Figura 20. Grafica con los niveles de anticuerpos (Ac) antirrabicos determinados en los murciélagos
Desmodus rotundus mantenidos en cautiverio. El suero fue obtenido por las dos técnicas aqui
descritas.

Deteccién de anticuerpos antirrabicos

En la deteccidn de anticuerpos contra el virus de la rabia por la PRRFF se
encontré6 que 89 sueros fueron negativos, 54 positivos y 8 no se lograron
determinar por presentar toxicidad en el cultivo celular en el que se realiz6 la

prueba. En las figuras 21 y 22 se muestran las inclusiones intracitoplasmicas que



64
Resultados

se presentan en células BHK-21 infectadas con virus de la rabia cepa PV y tefidas
con el conjugado fluorescente antinucleocapside del virus de la rabia (Laboratorios

BAER®).

Figura 21. Células BHK-21 infectadas con virus de la rabia cepa PV. La fluorescencia
muestra la presencia del virus en el citoplasma de las células. (Fotografia tomada con el
microscopio confocal laser de barrido). En la parte superior izquierda se ve la preparacion
iluminada con luz ultravioleta; en la region superior derecha se iluminé con luz visible, y en
la parte inferior se muestra la combinacion de ambas imagenes.




65
Resuitados

Figura 22. Acercamiento de una célula BHK-21 infectada con virus rabico cepa PV, se
notan claramente los focos fluorescentes en el citoplasma celular.

Las especies que presentaron anticuerpos antirrabicos son: Mormoops
megalophylla megalophylla, Pteronotus pamelli mexicanus, Micronycteris
megalotis mexicana, Glossophaga commissarisi commissarisi, G. morenoi
morenoi, G. soricina handleyi, Leptonycteris curasoae yerbabuene, Artibeus
intermedius, A. jamaicensis, Dermanura azteca hespera, D. phaeotis nana, D.
tolteca hespera y Sturnira lilium parvidens. En la tabla 1 se muestra el resultado de

la presencia de anticuerpos antirrabicos segun la especie y el area de captura.
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Tabla 1. Deteccién de anticuerpos antirrabicos segun el area de captura y la

especie.
Familia Area de captura Total
Especie Alterada Conservada
(nimero de individuos) | (nimero de individuos)
positivos | negativos | positivos | negativos
Mormoopidae
Mormoops megalophylla megalophyila (o] 1 1 1 3
Pteronotus pamelli mexicanus 2 0 3 4 9
Phyllostomidae
Artibeus intermedius 1 1 - - 2
Artibeus jamaicensis 8 15 7 5 35
Artibeus lituratus 0 2 0 1 3
Artibeus sp. 0 1 - - 1
Dermanura azteca hespera 1 6 1 0 8
Dermanura phaeotis nana 0 3 -3 0 6
Dermanura tolteca hespera 0 8 1 0 9
Glossophaga commissarisi commissansi - - 1 0 1
Glossophaga morenoi morenoi 1 0 1
Glossophaga soricina handleyi 1 5 7 7 20
Leptonycteris curasoe yerbabuene - - 1 o 1
Micronycteris megalotis mexicana - - 1 0 1
Sturmnira lilium o 1 - - 1
Stumira lilium parvidens 2 7 12 15 36
Natalidae
Natalus stramineus saturatus - - 0 1 1
Vespertilionidae
Lasiurus blosevillii teliotis 0 1 0 1 2
Rhogeessa parvula major - - 0 3 3
Total 15 51 39 38 143

- no hay individuos capturados en esa area
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La presencia de anticuerpos antirrabicos varié segun el area de captura, en
el area conservada (selva baja caducifolia) hubo un mayor numero de murciélagos
con anticuerpos comparando con el drea alterada (zona de cultivos de temporal)
(p<0.05) (figura 23). Ademas se encontré6 que el sexo, tipo de alimentacion y

género no se relacionan con la presencia de anticuerpos en los individuos

(p>0.05).
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Figura 23. Resultado de la deteccion de anticuerpos antirrabicos en namero de individuos
positivos encontrados en el area alterada y conservada.

Deteccion de anticuerpos contra el virus LPM

En lo que se refiere a las pruebas de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH)

se encontré que los sueros de murciélagos aun contenian restos de PHA-M, la
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cual aglutiné a los eritrocitos, e interfirié en la prueba. La mejor manera de
inactivar la PHA-M restante en los sueros fue calentando las muestras a 56° C por

30 min.

En la deteccién de anticuerpos contra el virus LPM se analizaron 108
sueros de los cuales 107 individuos resultaron negativos (99.1%). El dnico suero
que resulto positivo pertenece a un murciélago de la especie Rhogeessa parvula
major, (3), capturado en la selva baja caducifolia. Este fue positivo hasta una

dilucién de 1: 12.

DISCUSION

La perturbacién de los ecosistemas en el palis es un problema que ain no
se ha logrado controlar, este se refleja en la disminucién y aumento de distintas
especies encontradas en un lugar, de tal forma que las poblaciones de las
especies mas susceptibles son las primeras en deteriorarse. El estado de Colima
no escapa a esta problematica, en la década de los 80's hubo un notable cambio
en la vegetacién, disminuyendo en un 25% la vegetacién natural y aumentando
13.4% el area de actividades agropecuarias (Flores y Gerez, 1994). Estos cambios
pueden haber alterado a fas especies registradas en el estado, en este estudio
seis especies no se encontraron en la zona de cultivo (Glossophaga commissarisi,
G. morenoi, Leptonycteris curasoae, Micronycteris megalotis, Natalus stramineus y

Rhogeessa parvula), cuando estas especies se capturaron en el area mas
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conservada sélo se capturé un individuo, y el que mas se presenté fue el género
Rhogeessa con tres (tabla 1). Por el contrario s6lo una especie encontrada en la

zona de cultivo no se capturo en la selva baja (Artibeus intermedius).

La técnica para el almacenamiento y transporte de los sueros que se utilizé
en este estudio funciond bien, y permitié un manejo facil y un transporte seguro de
las muestras serolégicas, independientemente de que se mantuvieron en el campo
durante 15 dias (tiempo de duracién del trabajo de campo); evitando que se
tuvieran que conservar a bajas temperaturas o con el riesgo de que se
contaminaran. Una de las mayores ventajas la proporciona el que se manipulen
muestras en sélido, por que el papel se guarda en la caja con desecante, evitando
asi transportar muestras en liquido que siempre corren el ﬁesgo de derramarse.
Ademas esta técnica podria estandarizarse para otro tipo pruebas, como la de
reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) para estudios genéticos y de
microorganismos patégenos. En el suero de conejo los niveles de anticuerpos
detectados fueron menores en los sueros tratados con PHA-M (figura 19), lo que
probablemente se deba a una falla en la técnica ya que fueron las primeras
muestras tratadas de la misma manera y pudo haberse presentado un error de
dilucién al resuspender el suero adsorbido en el papel filtro. Esto se puede
reafirmar por que en el caso de los sueros de los murciélagos las diferencias entre
el método convencional (obteniendo el suero por centrifugacion), y el método
propuesto (por accién de la PHA-M), no fueron tan marcados (figura 20). Aunque

no se logrd realizar un prueba estadistica por el reducido niumero de muestra, se
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considerd que si los valores no cambiaban en los murciélagos en cautiverio esto

era confiable, ya que los murciélagos eran los animales a estudiar en el campo.

En los resultados obtenidos mediante la prueba RRFF, el porcentaje de
murciélagos con anticuerpos contra la rabia es alto (37.7%) considerando que se
hizo un estudio en poblaciones abiertas. Se ha reportado que en una poblacién
cerrada el porcentaje de individuos con anticuerpos antirrdbicos varia de 16 al
80%, y para poblaciones abiertas el nimero de individuos es menor, Valdespino
(1983) encontré6 el 6.77% de 234 murciélagos capturados en el Istmo de
Tehuantepec, aunque cabe aclarar que este estudio fue dirigido hacia poblaciones
de murciélago Desmodus rotundus, sin embargo 16 de los 17 individuos con

anticuerpos resultaron ser no hematéfagos.

El estado de Colima esta considerado como una zona de mediana
incidencia de ;abia (Valdespino, 1983), de acuerdo a los brotes de derriengue que
ha presentado, y aunque en esta enfermedad el principal transmisor es el
murcié€lago vampiro D. rotundus. Se han encontrado reportes de posibles casos de
transmision de rabia intraespecifica en murciélagos no hematéfagos observados
en Arizona, Estados Unidos (Bell, 1980), donde se sugiere que el contacto fisico
entre murciélagos que da como resultado la transferencia del virus de la rabia
puede presentarse en un contexto que no sea el colonial, de este modo un
murciélago Lasionycteris noctivagans que aparentemente se alimentaba, agredié a
ofros tres murciélagos de diferentes géneros, uno de los cuales se capturd y

examiné dando como resultado positivo a rabia por Corpusculos de Negri. Se
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siguieron observando murciélagos de esta especies los cuales no presentaron la
misma conducta lo que hace suponer que el individuo se encontraba infectado con

el virus de la rabia y por tanto tenia una conducta alterada.

Estos datos junto con:los mencionados por Aghomo et al (1990) en su
estudio realizado en murciélagos frugivoros Eidolon helvium, en el que sugiere
que individuos con altos niveles de anticuerpos pueden indicar una resiente
infeccion en las poblaciones, lo que puede explicar el alto porcentaje de
murciélagos que presentan anticuerpos encontrados en este estudio, ya que
suponiendo que si en una poblacién se presento recientemente una infeccién con
el virus de la rabja, algunos individuos pudieron haber infectado a. otras
pobtaciones y especie\s, ya sea por compartir refugio o en areas abiertas como lo
menciona el caso de Arizona; explicando asi el hecho de que se presentaron mas
individuos con anticuerpos en al area conservada (selva baja caducifolia). Ademas
también se deben de considerar otras razones como el que en una zona mas
conservada hay mayor densidad de poblaciones por lo que puede haber mayor
contacto interespecifico, se encuentren mas poblados los refugios y en épocas de
apareo o por conductas territoriales se produzcan rifias en las que la transmision
del virus de la rabia se favorezca, esta idea también la sugieren Alba y Villa en
1956, mencionando que tanto murciélagos coloniales como solitarios pueden

compartir refugios con otras especies (incluyendo D. rotundus) y que en el estado

furioso de la enfermedad un individuo pueda infectar otros.
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También puede influir que al haber mas especies en un area conservada
se encuentren mas eslabones de una cadena de transmisién del virus, en las que

unas especies puedan ser mas susceptibles que otras.

En este estudio se encontré que el género, sexo y tipo de alimentacién no
relacionaron con la presencia de anticuerpos antirrabicos, sin embargo esto podria
deberse a que no todos los tipos de alimentacion y géneros se encuentran lo
suficientemente representados. En cuanto al sexo, se podria hacer un estudio
epidemiolégico en una poblacién en la que se refleje no sélo la incidencia por sexo
sino también por edades, y con una relacion respecto al tiempo, este tipo de
estudio también tendria la ventaja de muestrear varias especies que comparten un
refugio y conocer asi mejor la transmisiéon del virus de la rabia interespecifica, asi

como la susceptibilidad de cada especie.

Por los resultados encontrados y considerando que los murciélagos pueden
ser transmisores o reservorios de varias enfermedades se deben de hacer mas
estudios para conocer mejor la biologia y el papel que los murciélagos silvestres
desempefian en la diseminacion del virus de la rabia. McColl, Tordo y Aguilar-
Setién (2000), mencionan que un mejor entendimiento de la epidemiologia y
patogénesis de los lyssavirus de murciélagos ayuda a promover la prevencion y el
control de las enfermedades; ademas la informacidbn para la creacién de
programas de control no debe de considerarse suficiente ya que en América latina,
con 30 afios de aplicacién de vacunas y anticoagulantes en los murciélagos D.

rotundus, el problema de la rabia en el ganado sigue presente y aunque las
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campafias de control de murciélago vampiro se siguen implementando, se ha
observado un incremento en el nimero de casos humanos infectados por
murciélagos y en el niimero de ganado joven que muere (McColl, Tordo y Aguilar-
Setién, 2000).

Una vez conociendo un poco mejor la biologia y respuesta inmunolégica de
los murciélagos se podria establecer su papel en la epidemiologia, considerando
que si algunas poblaciones o especies presentan altos niveles de anticuerpos
antirrdbicos pueden no ser portadores del virus, debido a que se encuentran
protegidos, de este modo el desarrolio de programas para el control y erradicacion
de la enfermedad de la rabia se puede dirigir mejor dependiendo de la zona y de la
fauna que en ella habite. De igual manera se podrian desarrollar vacunas que
protejan a los individuos dependiendo de la variedad o cepa del virus que se
encuentre en la zona o de la susceptibilidad de la especies a la que se le deba
aplicar. Para este ultimo punto la identificacion de virus en los murciélagos ha un
nivel mas detallado (epidemiologia molecular) es necesario, ya que si
consideramos que en la regién que comprende el continente Europeo con menos
diversidad de fauna se han encontrado mas sero-genotipos de los lyssavirus, es
muy probable que en México con una mayor diversidad faunistica se pueda
detectar otro tipo de lyssavirus que presente una reaccién cruzada en las pruebas
que se emplean para la deteccion de anticuerpos o de virus de la rabia, sobre todo

si se trata de cepas poco divergentes entre si.
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En el caso de los paramyxovirus y su relacién con los quirépteros, el
aislamiento del virus Hendra de murciélagos pteropidos y la presencia en estos de
anticuerpos contra el virus Nipah (Westbury, 2000; Young et al.,, 1996), muestran
algunas pruebas de la vinculacion entre ambos, por lo que la promocion de mas
estudios en los quirépteros para conocer su relacion con diferentes especies de
paramyxovirus se debe de aumentar. Por ahora en este estudio no se encontré
una relacion entre el virus LPM vy los murciélagos no hematéfagos del estado de
Colima. El unico suero positivo en la prueba de IH se pudo deber a que el
murciélago haya tenido altos niveles de anticuerpos contra otro paramyxovirus
similar lo que provocé una reaccién cruzada con el virus LPM, ademas la
presencia de anticuerpos IH en ratas de granjas que padecian la enfermedad

(Rosales, 1987), podria indicar que la transmision de este vinis se lleve acabo por

roedores y no por quirépteros.

CONCLUSIONES

1. La desecacidn de los sueros conservé mejor las muestras sin necesidad
de refrigerar, ademas de que estas fueron viables para las pruebas de deteccién
de anticuerpos por PRRFF (prueba de reducciéon rapida de focos fluorescentes) e

iH (inhibicién de la hemoaglutinacion).

2. El porcentaje de individuos con anticuerpos antirrabicos encontrado fue

alto (37.7%) considerando que la zona de captura se encuentra dentro del area de
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mediana incidencia, y que estudios en poblaciones abiertas y realizados en zonas
de alta incidencia (Istmo de Tehuantepec) reportan niveles menores (<10%)

(Valdespino, 1983).

3. El area de captura:esta relacionada con la presencia de anticuerpos
antirrabicos, no asi el género, sexo y tipo de alimentacion. Altos niveles de
anticuerpos antirrabicos sugieren una proteccién contra la enfermedad en las
poblaciones. Se deben realizar mas estudios para conocer la biologia y

epidemiologia de ambos, agente infeccioso-vector.

4. La presencia de otro tipo de lyssavirus que se encuentre en la fauna
silvestre y provoque una reaccion cruzada con el virus de la rabia es probable, por

lo que estudios a nivel de epidemiologia molecular son necesarios.

S. El conocimiento que hay hasta ahora es importante para las campafias
tanto de control de murciélago vampiro D. rotundus y de la enfermedad de la rabia,
sin embargo aldn no se han aclarado todos los campos que abarca la diseminacion

y control (proteccion) de la enfermedad.

6. Los murciélagos no hematofagos del estado de Colima no presentan
anticuerpos contra el virus LPM por lo que podria pensarse que estos animales no

intervienen en la epidemiologia de las enfermedad.




Conclusiones
7. La biologia de varias especies altn no es bien conocida y su importancia
como posibles vectores de distintas enfermedades tampoco, por esto es necesario
promover el estudio de ia fauna silvestre, ademas con la constante devastacion de
los habitats naturales se estdn destruyendo posibles barreras naturales contra

enfermedades que ahora aparecen, y para poder controlarlas y combatirlas es

necesario conocer su origen.
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En el estado de Colima podemos encontrar a las siguientes especies de
quirépteros segun Ramirez-Pulido et al. (1983) y registros obtenidos del SICR‘_IMA
(Sistema de Recuperacion de Informacién Mastozoolégica de la UAMI); ademas
se incluyen especies que Hall (1981) incluye en el estado segun su distribucion.
Las especies que se encuentrén seguidas por un asterisco son las capturadas en

este estudio.

ORDEN CHIROPTERA
FAMILIA EMBALLONURIDAE
SUBFAMILIA EMBALLONURINAE
TRIBU DICLIDURINI
Balantiopteryx plicata plicata Peters, 1867
Diclidurus albus Wied-Neuwied, 1820
Saccopteryx bilineata centralis Thomas, 1904
FAMILIA NOCTILIONODAE
Noctilio leporinus mastivus (Vahl, 1797)
FAMILIA MORMOOPIDAE
Mormoops megalophylla megalophylla Peters, 1797 *
Pteronotus davyi fulvus (Thomas, 1892)
Pteronotus parnelli mexicanus (Miller, 1902) *
Pteronotus personatus psilotis (Dobson, 1878)
FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE
SUBFAMILIA MACROTINAE
Macrotus waterhousii mexicanus Saussure, 1860
SUBFAMILIA MICRONYCTERINAE
Micronycteris sylvestris Thomas, 1886
Micronycteris megalotis mexicana Miller, 1898 *
SUBFAMILIA PHYLLOSTOMINAE
TRIBU GLOSSOPHAGINI
Anoura geoffroyi lasiopyga (Peters, 1868)
Choeronycteris mexicana Tschudi, 1844
Choeronyscus goodmani (Thomas, 1903)
Glossophaga commissarisi commissarisi Gardner, 1962 *
Glossophaga commissarisi hespera Webster y Jones, 1980
Glossophaga leachii (Gray, 1915)
Glossophaga morenoi morenoi Martinez y Villa-R., 1938 *
Glossophaga soricina handleyi Webster y Jones, 1980 *
Hylonycteris underwodii Thomas, 1903
Leptonycteris nivalis Saussure, 1860
Leptonycteris curasoae yerbabuenae Martinez y Villa-R., 1940 *
Musonycteris harrisoni Schaildach y McLaughlin, 1960
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TRIBU STENODERMATINI
Carollia subrufa (Hahn, 1905)
Carollia perspicillata (Ver Villa-R., 1967)
Sturnira lilium parvidens Goldman, 1917 *
Sturnira ludovici ludovici Anthony, 1924
Artibeus intermedius intermedius J. A. Allen, 1897 *
Artibeus hirsutus Andersen, 1906
Artibeus jamaicensis Leach, 1821 *
Artibeus jamaicensis triomylus Handleyi, 1966
Artibeus lituratus (Olfers, 1818) *
Dermanura azteca hespera *
Dermanura tolteca hespera (Davis, 1969) *
Dermanura azteca azteca (Andersen, 1906)
Dermanura phaeotis nana (Andersen, 1906) *
Centurio senex senex Gray, 1842
Chiroderma salvini scopasum Handleyi, 1966
SUBFAMILIA DESMODONTINAE
Desmodus rotundus murinus Wagner, 1840
FAMILIA NATALIDAE
Natalus stramineus saturatus Dalquesty Hall, 1949 *
FAMILIA VESPERTILIONIDAE
SUBFAMILIA VESPERTILIONINAE
Eptesicus furinalis (D’Orbigny, 1847)
Eptesicus fuscus (Palisot de Beauvois, 1796)
Lasiurus cinereus (Palisot de Beauvois, 1796)
Lasiurus ega (Gervais, 1856)
Lasiurus intermedius intermedius H. Allen, 1862
Lasiurus borealis (Muller, 1776)
Lasiurus blossevilli teliotis (H. Allen, 1891) *
Myotis californica (Audubon y Bachman, 1842)
Myotis carteri La Val, 1973
Myotis fortidens fortidens Miller y G. H. Allen, 1928
Myotis leibii (Audubon y Bachman, 1842)
Myotis nigricans Schinz, 1821
Myotis thysanodes Miller, 1867
Myotis velifera velifera (J. A. Allen, 1890)
Myotis volans (H. Allen, 1866)
Pipistrellus hesperus (H. Allen, 1864)
Rhogeessa alleni Thomas, 1892
Rhogeessa gracilis Miller, 1897
Rhogeessa parvula H. Allen, 1866
Rhogeessa parvula major Goodwin, 1958 *
FAMILIA MOLOSSIDAE
SUBFAMILIA MOLOSSINAE
Eumops glaucinus glaucinus (Wagner, 1843)
Eumops underwodii underwodii Goodwin, 1840
Molossops greenhalli (Goodwin, 1958)
Molossus rufus E. Geofforoyi St.- Hilaire, 1805
Molossus molossus (Pallas, 1766)
Molossus sinaloe sinaloe J. A. Allen, 1906
Promops centralis centralis Thomas, 1915
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SUBFAMILIA TADARINAE
Nyctinomops aurispinosus (Peale, 1848)
Nyctinomops femorossacus (Merriam, 1889)
Nyctinomops macrotis (Gray, 1839)
Tadarida brasiliensis mexicana (Saussure, 1860)

La clasificacion taxonémica se encuentra realizada con base a la presentada por
Ramirez-Pulido et al. (1996).
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