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Resumen

En los dltimos 10 afios en el Estado de Hidalgo y Veracruz se ha observado el aumento de
la prevalencia de la rabia en bovinos, sin embargo la frecuencia del virus rabico en el
vector Desmodus rotundus ha sido poco estudiada. El objetivo de este trabajo fue
determinar la frecuencia del virus rdbico a partir de encéfalos obtenidos de Desmodus
rotundus capturados en algunas areas endémicas del Estado de Hidalgo y la Sierra Norte
del Estado de Veracruz, aplicando 3 pruebas diagndsticas con diferente sensibilidad y
especificidad: inmunoflorescencia directa (IFD), Reaccién de la Cadena de la Polimerasa
en Transcripcion Reversa (RT-PCR) y (PCR) semianidada ambas basadas en el gen N del
virus de la rabia y amplificar 606 y 586 pares de bases . Las 100 muestras se procesaron en
2 instituciones distintas (IMSS-UAEH) resultando positivas 11 por (IFD) (11%) mas alta
que la reportada del 1 al 3% lo que hace suponer un alto riesgo de trasmision por la alta
frecuencia en el vector, 7 por RT-PCR (7%) y 35 por PCR semianidada (35%). La
concordancia de las pruebas fue evaluada por la prueba de Kappa, los valores encontrados:
IFD con RT-PCR 0.42 se interpretada como buena, RT-PCR y PCR semianidada fue de
0.26 regular, de IFD-PCR semianidada fue de 0 .39% regular. La alta frecuencia detectada
por PCR semianidada sugiere que el virus esta circulando en titulos indetectables por la

pruebas de IFD y RT- PCR, pero si por PCR semianidada.

Palabras clave: rabia, murciélagos, dreas endémicas, frecuencia.



Abstract

At last ten years, in Hidalgo and Veracruz states, has been watch an prevalence
increment of bovine rabies.The frequency of rabies virus in its main wildlife vector
(Desmodus rotundus) in this region has not been extensively studied. The
objective of this work was to determine the frequency of rabies in D. rotundus
captured in the State of Hidalgo and the Northern Sierra of the State of Veracruz
where cattle rabies outbreaks occurred. Nervous tissue samples were obtained
and three tests were applied for the detection of rabies virus: direct
immunofluorescence (IFD), RT-PCR, and semi-nested PCR. RT-PCR tests were
performed amplifying a 606pb fragment of the N gene of rabies virus; then, a semi-
nested PCR was performed using specific primers for amplifying a 586pb fragment.
Both PCR reactions were performed in two different laboratories to discard false
positive reactions. From the 100 captured vampire bats: 11 were positive for rabies
virus (11 %) by IFD more higher than previous reports (1-3%). This permit suppose
an hight transmision risk because the high vector frequency than previous reports,
7 (7 %) by RT-PCR and 35 (35 %) by semi-nested PCR. The concordance
estimated with the Kappa test was of: IFD-RT-PCR 0.42; RT-PCR- semi-nested
PCR 0.26, and IFD- semi-nested PCR 0.39, which confirms the high sensitivity of
the semi-nested PCR. The high frequency detected by semi-nested PCR in D.
rotundus suggests that the virus circulates in this species with titers undetectable
by IFD and RT-PCR.

Key works: rabies, bats, endemic areas, frequency.



Introduccion

Antecedentes historicos y generalidades

La rabia es una enfermedad viral de los mamiferos incluyendo al humano, caracterizada por
encefalomielitis, pardlisis y muerte. (Fenner et al., 1987) De curso agudo y letal, se
transmite por mordedura de un animal infectado a uno susceptible (Baer & Smith, 1991).
La rabia como enfermedad ha sido conocida y documentada por diversas culturas desde
hace miles de afios (Wilkinson, 1998), su conocimiento se remonta aproximadamente al
siglo 23 A.C (Baer, 1982). La palabra rabia deriva del sanscrito Rhabas que significa
violencia y los griegos la denominaban Lyssa o Lytta lo cual significa locura. Aristételes en
el ano 322 A.C. describe por primera vez la transmisibilidad de la enfermedad
posteriormente los romanos Cardanus y Marcellus Donatus logran atribuir a la saliva de los
animales enfermos la capacidad infectante (Baer, 1982).

Celsus en el afio 100 A.C acuiia el término “Hidrofobia” y sefialé que la saliva de los
animales enfermos contenia al agente infeccioso ademds de describir que la mordedura era
el principio de la transmision de la enfermedad y enfatiz6 sobre los cuidados iniciales en la
herida (Guinto et al., 1996).

En 1804 Zinke logré reproducir la enfermedad en perros sanos al inocular la saliva de
animales enfermos, con lo cual contribuyé a comprobar la propiedad transmisible de la
rabia (Steele y Ferndndez, 1991).

En 1879 Pierre- Victor Galtier estudia la reproduccion de la enfermedad con un modelo
animal utilizando conejos. En 1885 Luis Pasteur desarroll6 la primera vacuna antirrabica y

la aplicé por primera vez a un humano (Steele y Fernandez, 1991).



En 1903 Paul Remlinger demostré la etiologia viral de la enfermedad, y en ese mismo afio
Negri descubri6 los cuerpos de inclusiéon que llevan su mismo nombre. Este tltimo hallazgo
contribuy6 al diagndstico histopatoldgico de la enfermedad.

Etiologia de la rabia

La rabia es causada por un virus, que pertenece al orden de los Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (Wilkinson 1988, Nadin & Loza 2006). Con base en sus
propiedades genéticas y antigénicas, el género Lyssavirus se ha dividido en 7 genotipos. El
genotipo 1 corresponde al virus de la rabia cldsica que incluye a las cepas de referencia de
laboratorio, a las cepas vacunales, asi como a los virus aislados de animales rabiosos
silvestres o domésticos a través de todo el mundo. En el continente Americano solamente el
genotipo 1 ha sido encontrado, los murciélagos son hospederos del genotipo 1 y de esta
manera se encuentran involucrados en la transmision de la rabia al ser humano y a los

animales domésticos ( Romero et al., 2006).

Los Lyssavirus del genotipo 2 al 7 son virus relacionados con el virus de la rabia clésica
(Tabla 1) que se han aislado s6lo en el viejo mundo (Africa y Europa); (GT2- Africa)
murciélago de lagos; (GT3- Africa) Mokola; (GT4- Africa) Duvenhage; (GT5- Europa)
Lyssavirus 1 del murciélago europeo o EBL1 (GT6- Europa) EBL2, y (GT7- Australia)
Lyssavirus del murciélago Australiano o ABLV. (Loza & Aguilar, 1998; Zerai 2002;
Picard et al., 2004).



Tabla 1. Clasificacion de Lyssavirus y su distribucién.

Nombre Abreviaciéon Serofipo Genotipo Vectores potenciales Distribucion
(ICTV)e y reservorios
Lyssavirus RABV I I Carnivoros (todo el mundo); El mundo
(Virus de la murciélagos entero,
rabia (América) excepto
clésical) Austrollo:Gron
Bretana,
Ilanda, Nueva
Zelanda,
Japdn,
Antdrtica,
Escandinavia,
Hawaii.
Lagos-Bat- LBV Il I Murciélagos frugivoros Nigeria,
Virus (Megachiroptera) Republica
Cenfroafricana,
Suddfrica,
Zimbabwe,
Senegal.
Mokola- MOKV 1l 1l Posiblemente musarana, Nigeria,
Virus gato, perro, roedores. Republica
Centroafricana,
Suddfrica,
Zimbabwe,
Camerun.
Duvenhage DUVV [\ v Murciélagos insectivoros Africa del sur
Virus
European EBLV 1 \ Murciélagos insectivoros Europa
Bat (Eptesicus serotinus y Pipistrellus.)
Lyssavirus 1
European EBLV 2 VI Europa
Bat (Myotis spp.)
Lyssavirus 2
Australian ABLV W Murciélagos frugivoros/insectivoros Australia
Bat (Megachiroptera/Microchiroptera)
Lyssavirus
Aravan ARAV 2 2 Murciélagos insectivoros Asia Central
Virus
Khujand KHUV 2 2 Murciélagos insectivoros Asia Central
Virus
Irkut virus IRKV 2 2 Murciélagos insectivoros Este de
Siberia
West WCBV 2 2 Murciélagos insectivoros Region
Causcasian caucdsica
bat virus

ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses. Modificado de: Bourhy &

http://www.who_rabies-bulletin.org/ About_Rabies/Classification.aspx.

Sureau, 1991;



Propiedades Fisicoquimicas del Virus rabico

Como se ha mencionado el genoma del virus de la rabia es un RNA monocistrénico con
polaridad negativa de cadena simple, no segmentado, que contiene aproximadamente 12,
000 ribonucledtidos (4.6x10 Daltons) El genoma se transcribe de la extremidad 3~ a la
extremidad 5’en un RNA corto [] lider [1 y en 5 RNA mensajeros que codifican

sucesivamente para las proteinas N, M1,M2, G, y L (Figura 1) (Loza & Aguilar, 1998).

Figura 1. Posicién dentro del genoma de los 5 cistrones que codifican para las proteinas

estructurales del virus de la rabia. Tomada de www.cdc.gov/rabies/virus.html.

Proteinas estructurales y su funcion

El virus estd envuelto por una bicapa lipidica (membrana o envoltura), cuya composicion es
semejante a la de la membrana neuronal. En la membrana esta insertada la glicoproteina
denominada G. Hacia el interior esta la proteina de matriz o M, la nucleocdpside constituida
por tres proteinas (N, P y L) y el 4cido nucleico que es un RNA de cadena sencilla y de

polaridad negativa (Figura 2).

Figura 2. Virus de la rabia y su distribucion de sus proteinas estructurales y acido nucleico; corte

semilongitdinal izquierda; corte transversal derecha. Tomada de www.cdc.gov/rabies/virus.html.




Descripcion de las proteinas en el orden que estan codificadas en el virus de la rabia
Proteina N

La proteina N, deriva su nombre de nucleoproteina, es el principal constituyente de la
nucleocédpside (NC) alrededor del 90%, conformada por 450 aminoécidos es reconocida por
la inmunidad humoral y celular (Morales et al., 2006) y tiene un peso molecular
aproximado a los 57,000 Daltons (Minamoto et al., 1994).

Como la proteina N es la mds abundante durante la replicacion del virus en el sistema
nervioso central y los cultivos celulares, es la que se detecta en mayor proporcion durante el
diagndstico por la técnica de inmunofluorescencia directa, IFD (Trimarchi y Smith 2002,
Morales et al., 2006,). La interaccién inmediata de la nucleoproteina y la fosfoproteina (P)
impide la formacién de agregados de N lo cual permite la encapsidaciéon del complejo N-
RNA (Buchholz et al., 1994). El sitio de unién de N al RNA posiblemente se encuentra
entre los residuos 298 y 352 (Kouznetzoff et al., 1998).

El desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen varios epitopos dentro de esta
proteina asi como su secuenciacion nucleotidica parcial y total en varios aislamientos del
genotipo 1 han convertido a esta proteina en un elemento importante para la identificacién
y tipificacion de variantes del virus de la rabia con interés epidemiolégico y taxonémico

(Rupprecht et al., 1987 y 1991, Smith, 1989).

Los anticuerpos monoclonales permiten andlisis antigénicos comparativos de las variantes
del virus de la rabia. En América Latina y el Caribe, los laboratorios de referencia utilizan
un panel de anticuerpos monoclonales creado por el centro de control de enfermedades,
Atlanta Georgia (CDC por sus siglas en inglés) para realizar la caracterizacion antigénica
de los aislados de rabia y asi poder identificar a los animales involucrados con el

mantenimiento del virus de la rabia y su transmision (Tabla 2). (Velasco Villa et al., 2006).



Tabla 2. Patrén de reactividad antigénica de anticuerpos monoclonales en contra del virus

rabico en América Latina.

Proteina M1

La proteina M1 es un componente estructural minoritario del virién. Esta conformada por
297 aminodcidos, se asocia con la ribonucleoproteina e interactia con la polimerasa,
regulando la replicacion del genoma viral. Es el componente mas hidrofilico de las 5
proteinas estructurales del virus ya que contiene aminoacidos polares en los dos primeros
tercios del extremo amino terminal (Conzelman er al; 1990). Esta sélo se acumula en el
citoplasma de las células durante el proceso de replicacion razén por la que inicialmente

se consideraba como no estructural (Capone & Ghosh, 1984).



Proteina M

La proteina M, representa casi el 30 % de la proteina total del virién, se trata de una
proteina de naturaleza bdsica, no glicosilada de 202 aminodacidos de longitud. Su estructura
primaria exhibe un segmento central rico en aminoécidos hidrofébicos, el que le permite
unirse a las membranas (Capone & Ghosh 1984; Tordo et al., 1986). Una de sus
propiedades funcionales es la regulacion negativa de la transcripcién viral y celular. La
proteina M es la responsable de la forma de bala de la particula viral y es el componente
responsable de mediar la unién de la ribonucleoproteina (RNP) a la célula blanco.
Promueve la gemacion de las particulas virales a través de la interaccion de su dominio rico
en prolinas con proteinas del citoesqueleto y otras proteinas involucradas en sefiales de
transduccién y regulacion genética.

La proteina M juega un papel importante en el control de la transcripcién del RNA viral,
mediante la regulacion de la funciéon de la RNA-polimerasa viral (Finke & Conzelman,
2005). De esta manera la proteina M, también juega un papel importante dentro de la
regulacion de la expresion proteica y garantiza la replicacién del RNA gendémico dentro de

las dltimas etapas del ciclo de replicaciéon (Wunner, 1991).

Glicoproteina G

La proteina G participa en la unién del virus con las células blanco e inicia las relaciones
entre ambos al unirse los receptores celulares y junto con la proteina M, estd implicada en
la formacién de la envoltura virica y en la produccién de viriones. La glicoproteina G tiene
un peso molecular de 67, 000 daltons, contiene 3% de carbohidratos (Benmansour et al.,
1992; Bourhy et al., 1993).

La proteina G es importante para la patogenicidad y el neurotropismo del virus in vivo;
ademds juega un papel preponderante en la respuesta inmunitaria del hospedero porque es
responsable de la induccién de anticuerpos neutralizantes y la estimulacién de los linfocitos
T cooperadores y citotdxicos (Marston et al., 2007), provocando que los animales
vacunados con la proteina presenten inmunidad frente al desafio de la infeccién con la del

virus.



Proteina L

La proteina L (large) es una sub unidad del complejo RNA polimerasa y se encuentra
combinada con unas moléculas de M1 para formar la polimerasa viral y no contribuye a la
antigenicidad viral de manera significativa. Sin embargo la cantidad de proteina L que
contiene el virién se relaciona con la patogenicidad; mientras mayor nimero de copias
contiene, mas patdgeno el virus, (Loza & Aguilar, 1998). Es responsable de la transcripcién
y la replicaciéon del RNA viral. Las proteinas N, M1, L asociadas al RNA viral constituyen

la ribonucleocdpside (RNP) (Poch, et al, 1990).



Replicacion del virus

El virus de la rabia se une a las células por medio de la proteina G; se ha demostrado que el
receptor nicotinico de la acetilcolina puede servir como receptor celular para el virus de la
rabia. El genoma del RNA de una sola cadena es transcrito por la RNA polimerasa
vinculada con el virién a cinco especies de mRNA. La plantilla para la transcripcion es el
genoma de RNA en forma de ribonucleoproteina (RNP) (Encerrado en la proteina N y el
cual contiene la transcriptasa viral). El mRNA monocistrénico codifica las cinco proteinas
del virion. El genoma RNP es una plantilla para el RNA complementario de sentido
positivo que se encarga de la generacion de la progenie de RNA de sentido negativo
(Brooks et al., 1998).

Las mismas proteinas virales sirven como polimerasa para la replicacion del RNA viral y
también para la transcripcion. Se requiere de la traduccidén simultdnea para la replicacion,
particularmente de las proteinas virales N y M1. El RNA genémico recién formado se une
a la transcriptasa viral y a la nucleoproteina para formar centro RNP en el citoplasma. Las
particulas adquieren una envoltura por gemacion a través de la membrana plasmatica. La
proteina de matriz forma una capa sobre la zona interna de la envoltura, en tanto que la
glicoproteina viral se encuentra sobre la capa externa y forma las espiculas (Dietzschold et.

al., 1996), (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de replicacion del virus de la rabia. Modificado de Lodish et al., 2005



Epizootiologia de la rabia en América Latina

La rabia es una zoonosis que afecta a todos los mamiferos incluyendo al ser humano. Se
han reconocido 2 ciclos epidemioldgicos: urbano y silvestre, en donde el principal
reservorio del virus rdbico del ciclo urbano es el perro y por lo tanto responsable de la
transmision de la enfermedad en las dreas urbanas (Acha & Syfress, 2001) Por el contrario
en el ciclo silvestre se han reconocido una gran diversidad de reservorios como lo son los
mamiferos terrestres (zorrillo, mapache, zorros, lobos, mangostas, entre otros) los cuales
mantienen el ciclo de transmisién terrestre., y los murciélagos en los que se ha demostrado
que son capaces de mantener el virus rdbico, en donde el murciélago hematéfago
(Desmodus rotundus) el cual habita en América Latina tropical y subtropical es una de las

especies responsables de mantener el ciclo de transmision aérea (Aguilar & Loza, 1999).

La rabia urbana y silvestre representa un problema econdmico y de salud publica en
América Latina. Durante el periodo de 1990 a 1996 hubo 1,372 casos de rabia humana en
esta region, pero los animales responsables de las exposiciones fueron comprobados para
un total de 1,117 casos. El perro doméstico y en particular el murciélago hematéfago
(Desmodus rotundus) fueron representados en un 80.6% y 11.3% de estos casos
respectivamente. (De Mattos et al., 1999). Aproximadamente 3,600 casos de rabia humana
fueron reportados en México entre 1939 y 2003 y mds del 90% de los casos fueron
asociados al perro como su principal transmisor de virus. Los programas de control de la
rabia canina han logrado disminuir los casos de rabia en humanos trasmitida por perros de
un promedio de 70 casos por afio durante el periodo de 1939 a 1989 a un total de 320 casos
durante el intervalo de 1990 a 2003 (Velasco Villa et al., 2002), del afio 2004 al 2007 sélo
se han reportado 5 casos en humanos (Secretaria de Salud, 2009). La introduccién de los
métodos de caracterizacion antigénica viral ha permitido observar la inferencia entre los
reservorios trasmisores de la enfermedad y ha revelado que més del 30% del total de los
casos reportados de rabia en humanos en los ultimos 7 afios estdn asociados con

murciélagos.



La rabia en los murciélagos hematéfagos

Los murciélagos hematéfagos son considerados como reservorios y vectores del virus
rdbico por lo tanto juegan un papel importante en el mantenimiento del virus en la
naturaleza en zonas tropicales y subtropicales del continente Americano (Aguilar et al.,
2005). El orden Chiroptera, al cual pertenecen los murciélagos, es uno de los grupos mas
diversos de mamiferos. A nivel mundial estdn descritas mas de 1000 especies, las cuales
habitan todos los continentes con excepcion de la Antértica (Hall, 1981). Se les encuentra
en cualquier ambiente terrestre, desde las selvas tropicales hasta dentro del circulo polar
Artico y desde islas ocednicas hasta alturas de més de 3, 500 metros. Hace un poco mds de
30 afos los murciélagos no eran considerados como reservorios naturales de la enfermedad,
sin embargo eso ha cambiado conforme al estudio de la rabia se ha profundizado y los
habitats naturales de estas especies han sido invadidos o perturbados por asentamientos
humanos o por cambios en la naturaleza de los mismos. (Messenger, et al., 2002, Velasco
Villa et al., 2002).

La rabia en murciélagos hematéfagos probablemente ha existido en América desde antes de
la colonizacién. (Malaga, 1954) Crénicas espafiolas de la época relatan sobre la muerte de
soldados y caballos después de haber sido atacados por murciélagos vampiros (Schneider &

Santos, 1995).

La rabia en los murciélagos hemat6fagos o vampiros es un problema limitado a América
Latina, Trinidad y Tobago, la presencia del virus rabico ha sido comprobada en las tres
especies de murciélagos hematéfagos: Desmodus rotundus, Diphylla eucaudata y Diaemus
youngi, pero sOlo la primera tiene importancia epidemiolégica. La distribucion de los
murciélagos hematéfagos Desmodus rotundus comprende un drea que se extiende desde
Meéxico hasta la parte central de Argentina (Loza & Aguilar, 1998). Desmodus rotundus es
responsable de pérdidas en la ganaderia latinoamericana, en particular por la rabia paralitica
bovina, que ha impedido el desarrollo de nuevas regiones del trépico americano. Se ha
estimado que la mortalidad anual que produce este especie, es cercana a las 50,000 cabezas

de ganado, lo que sumado a las perdidas indirectas de carne y leche y la devaluacion de



pieles por mordeduras de vampiros, significaria una pérdida anual superior a los US $ 44

millones (Acha & Szifres, 2001, Jiménez, 2007).

El primer reporte cientifico sobre la presencia de rabia en bovinos fue realizado en Brasil
en el ano de 1908 (Carini, 1911). En 1913 se aislo por primera vez al virus a partir de
diferentes especies de murciélagos vampiros (Haup & Rehaag, 1921). Después de 1932 y
en tiempos actuales la presencia de la rabia transmitida por murciélagos vampiros también
ha sido encontrada en varios paises del continente Americano, como México, Guatemala,
Venezuela, El Salvador, Costa Rica, Perd, Argentina, Colombia y Bolivia. (Nadin-Davis ef,
al., 2006). Actualmente hay evidencias de que los quirdpteros albergan al virus de la rabia y

otras enfermedades antes que los mamiferos terrestres (Badrane & Tordo 2001).

La informacion acerca de la prevalencia de la rabia en murciélagos de México es muy
escasa, ya que existe poca vigilancia epidemiolégica de las poblaciones de quirépteros en
nuestro pais. Generalmente, los reportes de rabia en murciélagos se refieren a casos
sometidos a laboratorios de salud publica debidos a contactos con humanos o animales

domésticos como sucede con la rabia paralitica bovina (Velasco et al., 2001).

En México la presencia de la rabia transmitida por animales silvestres al ser humano se
empez6 a notar con mayor énfasis en un periodo comprendido de 13 afios (1990-2003), en
el 18% del total de los casos (60/327) se informé la trasmisién por murciélagos y el 5%
(12/327) restante se encontraron involucrados a otros animales como zorrillos, zorros,
gatos y un mapache. En el 1.5% (5/327) de los casos no se obtuvo informacién alguna
sobre la fuente de trasmision (Secretaria de Salud, 2003; Velasco Villa et. al, 2002).

En Meéxico la rabia transmitida por murciélagos hematofagos(Desmodus rotundus)
prevalece en 25 estados de la Reptblica entre los que se destacan Hidalgo, Puebla,
Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche, Oaxaca, Guerrero y Morelos, donde afecta de

manera importante a la ganaderia (OPS, 2005, Jiménez 2007).



La prevalencia anual en México de los focos reportados (Figura 4) varia de 2.38 a 4.91%, y
si a esto le sumamos la rdpida diseminacion a nuevas regiones, alcanza a la fecha reportes

en 24 de los 25 estados endémicos de vampiros (Jiménez 2007).

; \Disttibucién de los focos de'rabia
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Figura 4. Focos de casos de rabia paralitica bovina en México durante el
periodo de 1997- 2007(Jiménez, 2007).



El control de la rabia paralitica bovina en Hidalgo y Veracruz

Dentro de las actividades realizadas en la campafia nacional contra la rabia paralitica
bovina y control del murciélago hematéfago se encuentra la realizacién del diagnéstico de
la enfermedad en el Estado de Hidalgo en los ultimos 10 afos (1998 a 2008) se han
diagnosticado 404 casos de rabia paralitica bovina dentro de las dreas endémicas a
murciélagos hematéfagos D. rotundus (SAGARPA-SIVE 2009) y a la enfermedada:
Huasteca, Sierra Gorda, Sierra Alta, Valle del Mezquital Norte, Valle del Mezquital Sur,
Altiplano, Sierra Baja, y Sierra Tepehua. Estas actividades estdn coordinadas por un
organismo no gubernamental denominado Comité Estatal para el Fomento y Proteccion
Pecuaria del estado de Hidalgo, para lo cual cuenta con 16 técnicos especializados

distribuidos en las zonas endémicas.

En el Estado de Veracruz de 1997 a 2008 se han diagnosticado 572 casos de rabia paralitica
bovina (SAGARPA-SIVE 2009), esta actividad esta coordinada por un organismo no
gubernamental denominado Comité Estatal para el Fomento y Protecciéon Pecuaria del
estado de Veracruz Zona Norte ,aqui se encuentran 39 municipios considerados como
zonas endémicas de la enfermedad; a diferencia del Estado de Hidalgo en Veracruz la
presencia de personal especializado para la ejecucion de las actividades de campafia es en
menor numero y el diagnostico s6lo se realiza mediante las muestras enviadas por

productores a los laboratorios regionales.

A pesar de que en ambos estados se realizan esfuerzos para controlar a las poblaciones del
murciélago vampiro, el problema de la rabia no ha podido ser detenido. Lo anterior se debe
a la extension geografica de ambos estados y el poco personal asignado al programa de
control. En gran parte de los casos las acciones responden a situaciones de alarma, en
momentos en que los ganaderos encuentran reses enfermas o muertas, y realizar medidas de
control y prevencion en estas condiciones no sirve de nada para detener los brotes de la
enfermedad.

Aunado a esto, la alteracion indiscriminada del ambiente y la introduccién masiva de

ganado a las zonas endémicas en ambos estados, agravan el problema.



Diagnéstico de la rabia

La rabia se caracteriza por un cuadro clinico de encefalitis, cuyos signos varian segun el
individuo y la especie. En consecuencia, el diagndstico clinico diferencial con otras
encefalitis virales es imposible. S6lo el laboratorio permite establecer un diagndstico
seguro.

El diagnéstico en el laboratorio sirve en la toma de decisiones sobre el inicio y
continuacion de un tratamiento en humanos o por el contrario, sobre la no prescripciéon o
interrupciéon del mismo. También tiene un impacto en la vigilancia epidemioldgica, al
permitir conocer la distribucion de la enfermedad en el pais, que orienta a las medidas
preventivas de vacunacion y control de los reservorios de la misma.

Tres principales métodos de diagndstico en el laboratorio de rabia han sido estandarizados
y recomendados por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS); la inmunufluorescencia
directa (IFD), la prueba en cultivos celulares y la prueba de inoculacién en ratones. Estos
métodos varian en especificidad y confiabilidad (Heaton et al., 1997, Picard et al., 2004).
La (IFD) se basa en el empleo de anticuerpos dirigidos contra el virus de la rabia, los cuales
son capaces de reconocer especificamente los antigenos ribicos. Este principio es utilizado
para la deteccion directa del virus de la rabia en frotis de encéfalo (post- mortem), o en
cultivos celulares. Para esto, se utiliza una globulina antinucleocédpside de virus de la rabia
conjugada con fluoresceina (conjugado antirrdbico) (Bourhy & Serau 1991; Heaton et al,

1997).

Esta técnica se empieza a emplear en México a partir de 1970 y por ello se pudieron
confirmar un total de 83,491 casos (en el periodo de 1970 a 1989) de los cuales 75,977
(91%) correspondieron a perros, el 9% restante corresponde a fauna silvestre. Actualmente
estd técnica se sigue utilizando por ser una prueba rdpida para el diagndstico de la rabia en

los laboratorios dedicados a esta actividad (Heaton et al., 1997; Picard et al., 2004).

La inoculacidn del virus en ratones lactantes.



Los ratones lactantes recién nacidos inoculados por via intracerebral, son muy sensibles a
todos los Lyssavirus de cualquier serotipo. Son el animal de primera opcién para el
aislamiento del virus rdbico. Despues de inoculados intracerebralmente se espera que
muestren signos clinicos lo cual podria presentarse hasta el dia 21, el diagndstico
confirmatorio siempre se realiza a través de la técnica de inmunoflorescencia directa
(Bourhy & Serau 1991, Heaton et al., 1997; Picard et al., 2004).

El desarrollo de la biologia molecular ha permitido mejorar el diagndstico a través del
empleo de técnicas moleculares como lo es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La Reaccion de la Cadena de la Polimerasa en Transcripcion Reversa (RT-PCR) aplicada al
diagnéstico de rabia ha demostrado ser una técnica alternativa con un alto grado de
sensibilidad en comparacién con los métodos de diagndstico desarrollados antes del
advenimiento de las técnicas moleculares (Picard et al., 2004).

Este método diagndstico permite la deteccion de dcidos nucleicos de agentes etioldgicos
infecciosos tedricamente permite detectar la presencia de una sola molécula de DNA los
cuales se pueden observar en geles de agarosa a través de la electroforesis. Para realizar la
técnica se requiere de la utilizacién de dos oligonucleétidos (primers) especificos que se
hibridan en a las cadenas de DNA opuestas en una molécula blanco que se va a amplificar.
Posteriormente se realiza sintesis de DNA, utilizando la enzima Taq polimerasa. La
reaccion de amplificacién se lleva a cabo mediante ciclos sucesivos que comprenden tres
temperaturas. Desnaturalizacién a 94° C, temperatura a la cual las dos hebras del DNA
molde se separa en cadenas sencillas. Alineamiento de los primers a 55°C, temperatura a la
cual los oligonucledtidos se acoplan con su regién complementaria en las cadenas de DNA,
flanqueando el fragmento que se va amplificar. Extensién o sintesis de DNA a 72°C,
temperatura a la cual se incorporan los desoxiribonucledtidos trifosfato a partir del extremo
37de los oligonucledtidos, durante la sintesis del DNA con la Taq polimerasa. El resultado
de esta reaccion es la acumulacion exponencial de moléculas problema (Kamolvarin et al

1993, Juaréz 2000).



Justificacion

En el Estado de Hidalgo de 1999 a 2008 se han diagnosticado 404 casos de rabia paralitica
bovina, confirmados por el laboratorio, Para el estado de Veracruz de 1997 a 2008 se han
diagnosticado 530 casos de rabia paralitica bovina. Siendo el murciélago hematéfago
(Desmodus rotundus) la principal especie transmisora de la enfermedad. Sin embargo la
frecuencia de la deteccidn del virus en el vector ha sido poco estudiada. Para el caso de los
murciélagos hemat6fagos se ha referido que la prevalencia es aproximadamente del 1% por

imnmunofluorescencia directa.

Por lo anterior en este trabajo pretende Determinar la frecuencia del virus de la rabia en
murciélagos hematéfagos (Desmodus rotundus) capturados en algunas zonas endémicas a

rabia paralitica bovina en el Estado de Hidalgo y la Sierra Norte del Estado de Veracruz.



Objetivo general
Detectar el virus de la rabia en muestras aleatorias de murciélagos hemat6fagos (Desmodus
rotundus) de algunas zonas endémicas a rabia paralitica bovina en el Estado de Hidalgo y la
Sierra Norte del Estado de Veracruz., utilizando las técnicas de diagndstico:
inmunofluorescencia directa (IFD), Reaccion de la Cadena de la Polimerasa en
Transcripcion Reversa (RT-PCR) y (PCR) semianidada para amplificar un segmento del

gen N del virus rabico.



Objetivos particulares
1. Colectar un minimo de 100 murciélagos de las zonas de trabajo (algunas zonas

endémicas del estado de Hidalgo y Sierra Norte del Estado de Veracruz).

2. A partir de muestras de tejido nervioso identificar a los animales positivos mediante la

prueba de IFD.

3.- Extraer el RNA de las muestras (encéfalos) por el método de Trizol® y realizar la retro
transcripcion utilizando los oligonucleétidos Jw6 y Jw12 que amplifican un segmento del

genoma viral dentro del gen que codifica para la proteina N.

4. Realizar PCR utilizando iniciadores que amplifican un segmento del genoma viral para
la amplificacion de un fragmento del gen N del virus de la rabia de 606 pb.

5.- A partir de los productos de PCR obtenidos mediante la RT-PCR se utilizaron para la
realizaciéon PCR semi anidada del gen N con los oligos Jw 12 y un mix de Jw 10 (10.1,
10.2, 10.3) para un fragmento de la nucleoproteina de 586nt.

6.- Evaluar la frecuencia del virus rdbico a partir de los resultados obtenidos mediante las 3

pruebas diagndsticas

7.- Evaluar mediante la prueba estadistica de concordancia o Kappa los resultados

obtenidos en las tres técnicas.



Material y métodos

Descripcion del area de trabajo.

El trabajo de investigacion se realizé en el Estado de Hidalgo el cual estd ubicado en la
mesa del centro de la Republica Mexicana. Al norte 21°24', al sur 19°36' de latitud norte; al
este 97°58', al oeste 99°53' de longitud oeste (INEGI, 2000). Tiene una superficie de 20,664
km?, que representa 1% del territorio nacional y ocupa el 26° lugar por su extensién entre
todas las entidades. Hidalgo colinda al norte con los estados de Querétaro, San Luis Potosi
y Veracruz; al este, con los de Veracruz y Puebla, al sur, con los estados de Puebla,
Tlaxcala y México, y al oeste, con los de México y Querétaro.

El Estado de Hidalgo consta de 84 municipios distribuidos en 9 regiones: Huasteca, Sierra
Gorda, Sierra Alta, Valle del Mezquital Norte, Valle del Mezquital Sur, Altiplano, Sierra
Baja, Valle de Tulancingo y Sierra Tepehua.

El Estado de Veracruz de Ignacio de la Llave estd ubicado al Norte 22° 28', al sur 17° 09' de
latitud norte; al este 93° 36' al oeste 98° 9' de longitud oeste. Representa el 3.7% de la
superficie del pais, colinda al norte con Tamaulipas y el Golfo de México al este con el
Golfo de México, Tabasco y Chiapas al sur con Chiapas y Oaxaca; al oeste con Puebla,
Hidalgo y San Luis Potosi, cuenta con 210 municipios de los cuales, Huayacocotla,
Zontecomatlan y Zacualpan estdn ubicados en la Sierra Norte del Estado y son colindantes

con algunas dreas endémicas de rabias del estado de Hidalgo (INEGI, 2000).



Criterios para inclusion de las muestras y procesamiento de las mismas

Con base en la prevalencia estudiada de la rabia en murciélagos hematéfagos en zonas
endémicas que varia del 1 al 3%; se capturaron 100 murciélagos hemat6fagos Desmodus
rotundus en las zonas de trabajo, algunas zonas endémicas del estado de Hidalgo y Sierra
Norte del Estado de Veracruz obtenidos a través de capturas programadas tanto en corral

como en refugio.



Estrategias de captura

Se realizaron 6 capturas en corral durante los meses de Junio de 2007 a Julio de 2008,
debido al hédbito nocturno de los murciélagos hematofagos; el tiempo que se ausentan de
sus refugios en busca de alimento lo cual puede suscitarse en las primeras horas de la noche
o en las horas finales siendo el momento mas adecuado, para la colocacion de las redes de
niebla alrededor de los corrales para la captura de vampiros en las horas de los dias
seleccionados.

Previo a iniciar la colocacién de las redes para la captura de vampiros, el ganado que
presento mordeduras se encerr6 en el corral, durante tres noches anteriores de la
programacion de la captura. De esta manera cuando el vampiro se familiarizé a ir al corral
para alimentarse. Es importante una orientacion de las redes, para ello se analizd la
posible via de entrada de los vampiros tales como son brechas, laderas, arroyos, caminos,
cafladas, asi como la probable ubicacion de los refugios (cuevas, alcantarillas, troncos
huecos, entre otros). El tipo de red que se utilizé6 para la captura de murciélagos
hematéfagos (Desmodus rotundus), es manufacturada en una fina malla de nylon color
negro, la cual tiene una altura aproximada de 2 metros y de una longitud que varia de 6 a
12 metros segun las necesidades en el corral.

Una vez colocadas las redes en el lugar se revisaron cada 15 0 20 minutos
aproximadamente para verificar si en ese momento habian quedado atrapados los
murciélagos hemat6fagos para liberarlos de la red y colocarlos en una jaula especial para su
traslado al laboratorio y llevar acab6 la toma de muestras.

Las capturas de vampiros en refugios, se realizaron durante el dia con la ayuda de redes
mas gruesas. Esto se llevo a cabo con la colaboracidon de algunos ganaderos de las adreas
endémicas tanto del Estado de Hidalgo como del Estado de Veracruz, ya que son ellos
quienes conocen perfectamente la ubicacion de los refugios.

Los sitios de captura fueron determinados considerando que fueran areas endémicas en el
Estado de Hidalgo y en algunos de los municipios pertenecientes a la Sierra Norte del

Estado de Veracruz.



Toma de Muestras

Una vez capturados los murciélagos se trasladaron al laboratorio, Unidad de Investigacion
Médica en Inmunologia, Hospital de Pediatria, CMN-Siglo XXI, IMSS y al Laboratorio de
Bioquimica, Biologia Celular y Molecular, edificio de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Instituto de Ciencias Agropecuarias, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, en
donde se tomaron las muestras (Figura 5 ). Es importante sehalar que para la realizacion del
proyecto sélo se utilizaron las muestras de tejido nervioso y las demds (6rganos toracicos y
abdominales) fueron conservadas para proyectos alternos dado que es muy dificil la
obtencion de los especimenes y como regla protocolaria en animales de fauna silvestre se
procura aprovechar al mdximo cada uno de los ejemplares.

Los 6rganos se tomaron en una mesa de necropsia respetando las medidas de seguridad.
Esto se realiz6 siguiendo el protocolo de necropsias, obteniendo primero los érganos de la
cavidad abdominal (rifiones, higado, bazo) y los de la cavidad tordcica (Corazén y
pulmones). Finalmente se llevd acabo la extraccion del encéfalo, las muestras obtenidas se

conservaron a -70°C hasta su utilizacién.

Figura 5. Desmodus rotundus capturado en refugio ubicado en Progreso de obregén
] Hidalgo a 1894 msnm. ( N20°15°47.5” N°99°11729.11”). 'S

Se selecciond esta técnica de diagndstico por ser una de las recomendadas por la

Organizacién Mundial de la Salud (Aguilar et al., 2005) y a demds de estar estandarizada



en el laboratorio de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia, Hospital de

Pediatria, CMN-Siglo XXI, IMSS.

Los portaobjetos que se utilizaron se limpiaron perfectamente con alcohol 4cido al 1% y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Se identifico con un l4piz punta diamante, para cada
examen de encéfalo y se realizd 1 frotis en un portaobjetos en una campana de flujo
laminar, se dejaron secar las laminas y enseguida se colocaron en un bafio de alcohol-
acetona (20:80) a -20° C durante 30 minutos.

Las laminas se retiraron del alcohol- acetona y se dejaron secar a temperatura ambiente, se
depositaron 50ul de conjugado (anticuerpo monoclonal anti nucleocapside del virus de la
rabia conjugado con fluoresceina FITC) en cada frotis, y se verific que cubriera bien toda
la superficie. Se incubaron las ldminas 30 minutos a 37° C en atmésfera himeda.

Se elimind el exceso de conjugado de cada ldmina agua destilada proveniente de un matraz
de lavado y se colocaron las laminas en azul de Evans. Preparando una solucion
concentrada 1/100 (peso/volumen) de azul de Evans en agua destilada. Se eliminé el
exceso de colorante con agua destilada, se dejaron secar en un papel filtro; se colocé el
liquido de montaje (glicerina pH de 8.3) sobre cada frotis, se coloc6 un cubreobjetos.

Finalmente se observaron en el microscopio de fluorescencia.



Diagnéstico Molecular a partir de muestras de tejido nervioso (encéfalo) por las
técnicas de RT- PCR y PCR semianidada

La aplicacion de estas técnicas se realizé en 2 laboratorios: Unidad de Investigacion
Médica en Inmunologia, Hospital de Pediatria, CMN-Siglo XXI, IMSS y al Laboratorio de
Bioquimica, Biologia Celular y Molecular, edificio de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

Instituto de Ciencias Agropecuarias, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo

Extraccion de RNA por el método de Trizol®

Para la extraccion total del RNA se siguieron las recomendaciones técnicas del fabricante y
las cuales se describen a continuacion:

Se pesaron 50-100 mg de tejido y se les agregd 1 ml de Trizol®, se homogeniz6 (con
homogenizador modelo PRO 200) y se reposaron en hielo por 5 minutos. Transcurrido este
tiempo se agregaron 0.5 ml de cloroformo frio y se agité suavemente durante 2 minutos, o
con vortex® por 15 segundos. Se dejé reposar en hielo por 5 minutos.

Posteriormente se centrifugd a 12 000 rpm durante 15 minutos a 4°C; se separd la fase
acuosa en un tubo eppendorf nuevo y se agregaron 0.5 ml de cloroformo frio y se mezclé.
Se centrifugd a 12 000 rpm durante 15 minutos, a 4°C, se pas6 la fase acuosa a un tubo
eppendorf nuevo y se agregé 0.5 ml de isopropanol frio. Se dej6é incubando durante 15
minutos a 20°C y posteriormente se centrifugé a 12 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se
retir6 el isopropanol completamente con jeringa o micro pipeta y se agregaron de 0.5 — 1.0
ml de etanol frio al 75 - 80% en agua DEPC, se mezclé suavemente por inversion (o con
vortex) y se incubd a temperatura ambiente por 5 min, se centrifugd a 12 000 rpm durante
15 minutos, a 4°C. El etanol se retir6 por completo con jeringa y se dejé evaporar a
temperatura ambiente (2 a 3 minutos). E1 RNA fue re-suspendido en el volumen adecuado
de agua inyectable previamente calentada a 45°C. Los tubos se colocaron a 45°C por 3
minutos, posteriormente el RNA se homogenizé levemente con micro-pipeta. La
concentracion de RNA se cuantific6 mediante espectrofotometria y por visualizacion en

geles de agarosa al 1.5 %. El RNA se almacen6 hasta su empleo a -70°C.



Retrotranscripcion

La transcripciéon inversa del RNA con el iniciador especifico Jw6, se realizdé bajo las
siguientes condiciones; las mezclas de reaccién se hicieron en tubos eppendorff® para PCR
de 0.2 ml.

La retro transcripcion se llevé a cabo empleando 2 pg de RNA total y el oligonucleétido
Jw6 usando la enzima Superscript (Invitrogen) en un volumen final de 20 pl bajo las
siguientes condiciones:

Iniciadores utilizados para la amplificacion de un fragmento del gen N del virus de la

rabia de 606 pb.8 (Heaton et al., 1997, Picard et al., 2004)
Sentido (JW 12) 5 ATGTAACACCYCTACAATTG &
Anti sentido (JW 6) CARTTVGCRCACATYTTRTG

La primer mezcla de reaccion se prepar6 mezclando el iniciador Jw 6 (10 pM) con 2 ug
de RNA total, se agregé 1 ul de una mezcla de (ANTP’s) desosixiribonucle6tidos (10 pM).
La mezcla se ajusté 12 ul con agua dietil pirocarbonato (DEPC) se colocé en el
termociclador Eppendorf Mastercycler gradient® a 65° C durante 5 minutos; se dejo en

hielo durante 5 minutos.

La segunda mezcla de reaccion se preparé mezclando 4 pl de Buffer first strand 5X, 2 pl
de DTT (0.1 M), 1 ul de RNasa out (Invritogen®) y se mezcl6 cuidadosamente, se colocd

en el termociclador a 42° C durante 2 minutos.

Finalmente se adicion6 1 ul SuperScript (200 U) y se homogenizé cuidadosamente y se

incubd a 42° C durante 50 minutos. Para conservarse a -20° C.



Reaccion de PCR con ¢cDNA (Picard et al., 2004)

Se realiz6 bajo las siguientes condiciones:

Para cada reaccion de PCR se utilizaron 1.2 pl del cDNA y se agregaron 0.3 ul de la Taq
polimerasa y 18.5 ul de la mezcla de reaccion, obteniendo un volumen final de 20 ul
utilizando tubos para PCR. Se utilizaron iniciadores para un fragmento de la nucleoproteina
del virus de la rabia, de 606 pares de bases: Jw 12 (sentido) y Jw 6 (antisentido)

previamente descritos por Heaton et al., 1997.

Sentido (JW 12) 5 ATGTAACACCYCTACAATTG 3’
Anti sentido (JW 6) CARTTVGCRCACATYTTRTG

Mezcla de reaccion para amplificar el gen N del virus de la rabia

Se realiz6 bajo las siguientes condiciones, utilizando los siguientes reactivos descritos a

detalle:

Reactivos Cantidad
Regulador 10X 20l
MgCl, (30 mM) 1.6 pl
dNTP’s mezcla (10mM) 0.4 pl
Iniciador Jw 12 (10 pM) 0.5 ul
Iniciador Jw 6 (10 pM) 0.5 ul
Agua DEPC 13.5ul
cDNA 1.2 pl
Taq polimerasa (5U/ul) 0.3 ul
Volumen final 20 ul

La mezcla de reaccion se incubd en un termociclador bajo las siguientes condiciones:

N
Disociacién 94°C/30 seg
Asociacion 55°C/30 seg »35 ciclos
Extension 72°C/60 seg

J

Extension final 72°C/10 min



Visualizacion de los productos de PCR en geles de agarosa al 1.5

Se fundi6 1.5 gr de agarosa en 100 ml de regulador TAE 1X (tris-acetato EDTA),
empleando un horno de microondas . Se colocé la agarosa en la cimara de electroforesis y
se dejo polimerizar por lo menos 1 hora a temperatura ambiente.

Se adiciond el regulador TAE 1X a la cdmara de electroforesis, se mezclaron 5 pl del
producto de PCR con 2 pl del regulador de carga y se colocaron los 7 pl en el pozo
correspondiente. Adicionalmente, se colocé un marcador de peso molecular, un control
positivo (virus de la rabia CVS Challenge Virus Strain) y un control negativo.
Posteriormente se corrieron las muestras con un voltaje constante de 70 a 80 voltios, hasta
que el azul de bromofenol del regulador de carga recorri6 2/3 del gel.

Una vez terminado el corrimiento electroforético, se puso el gel en una soluciéon de
bromuro de etidio con una concentracién de 0.5 pg/ml durante 10-15 minutos.

Finalmente se observo el gel en un fotodocumentador Bio-Rad, con luz UV y se guardaron

las imdgenes.

PCR semi-anidada (Picard ef al., 2004).

Después de la primera amplificaciéon con los oligos Jw6 y Jwl2 se realiz6 una
amplificacion del producto por la técnica de semi-anidada bajo las siguientes condiciones:
Iniciadores utilizados para la amplificacion de un fragmento del gen N del virus de la

rabia de 586pb.

Forward Jwl2 5"ATGTAA CACCYCTACATTG 3°

Reverse Jwl0.1 5" GTC ATC AAA GTG TGR TGC TC 3°
Jwl0.2 5" GTC ATC AAT GTG TGR TGT TC 3~
Jwl0.3 5" GTC ATT AGA GTA TGG TGT TC 3~



Condiciones:

Buffer 10X 2ul
MgCl, 1ul
dNTP’s 0.4 pl
Iw12 0.5 ul
Jw10 (mix) 0.5ul
Producto de PCR 1 2.0 ul
Taq Polimerasa 0.3ul
H,0 13.3 pul
Total 20 pl

Se realiz6 la corrida en un termociclador bajo las siguientes condiciones de PCR:

~
94°C 5 min 1 ciclo
94°C 30 seg
55°C 30 seg > 30 ciclos
72°C 30 seg
72°C 10 min ) 1 ciclo

Los productos de esta reaccion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Metodologia para el analisis de resultados:
Para el analisis de los resultados de las tres pruebas diagnésticas se calculd la frecuencia

utilizando la siguiente formula tomada de Moreno y colaboradores (2000).

Frecuencia= Numero de muestras positivas

Total de las muestras.

29




Evaluacién de la concordancia a través de la prueba de Kappa.
Cuyo coeficiente refleja la concordancia entre dos resultados con valores clasificados en la
escala nominal (dicotomicas) (Moreno ef al., 2000, Carrasco & Jover 2004). A través de la

aplicacion de la siguiente férmula:

K= Po-Pe
1- Pe
Donde:

Po = probabilidad de observados.
Pe = probabilidad de esperados.

Po= a+b

Pe= (mi) (ni) + (mo) (no)

. 2
n

Los valores se ordenaron en una tabla de 2 x 2 la cual se muestra a continuacion.

Prueba A
+ -
+ a Ni

®» oo & oy

ov
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Tabla 3. Criterios para la interpretacion de los resultados de la prueba de Kappa.

Valores de kappa Acuerdo
Menos de 0 Ninguno
0-0.2 Minimo
0.21-0.4 Regular
0.41-0.6 Bueno
0.61-0.8 Excelente
0.81-1 Casi perfecto
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Resultados

Obtencion y procesamiento inicial de las muestras.

Se realizaron 5 trampeos programados en corral y 4 en refugios durante el periodo de

Junio de 2007 a Julio de 2008 (Tabla 4),

en diferentes areas endémicas de la rabia

paralitica bovina en el Estado de Hidalgo especificamente en los municipios de Progreso de

Obregon, Atotonilco el Grande, Huehuetla y San Felipe Orizatlan (Figura 6). Ademés en la

Sierra Norte del Estado de Veracruz en los municipios de Huayacocotla y Zacualpan los

cuales son colindantes del Estado de Hidalgo.

hematé6fagos del género Desmodus rotundus.

Tabla 4. Sitios de captura por municipio y mes de captura.

Se lograron capturar 100 murciélagos

Numero de

Localizacion

Fecha de captura por | Altura sobre el mnivel
Especimenes municipio. del mar (msnm)
capturados

Agosto 2007 2 Huayacocoila Ver.

Octubre 2007 2 Huayacocoila Ver. 874

Octubre de 2007 2 Huayacocoila Ver. 2082

Octubre de 2007 7 Huayacocoila Ver. 874

Noviembre de 2007 | 3 Huayacocoila Ver. 856

Noviembre de 2007 | 63 Progreso, Hgo. 1894

Marzo 2008 7 Atotonilco Hao 2161

Junio de 2008 B8 Zacualpan Ver 1365

Julio 2008 6 Huehuetla Hao 725




Figura 6. © Sitios de captura de las muestras positivas.

Capturas en corral

Para la realizacién de las capturas en corral o en campo se utilizaron redes de niebla de 6 y
12 metros de largo y 3 metros de alto respectivamente se solicitdé a los ganaderos que
encerraran a los animales (bovinos) 2 noches antes de la captura ya que se ha observado
que uno de sus hdbitos alimenticios de los murciélagos hematéfagos (D. rotundus) es
regresar al mismo sitio en donde se encuentra su fuente de alimentacion y esto es
aprovechado para realizar el trampeo (Jiménez & De la Torre 2006). A través de las

capturas en corral se obtuvieron 21 ejemplares de los 100 capturados (Figura 7).



Figura 7. Captura en corral realizada el 18 de Junio de 2008 en la localidad de la Cebolla
municipio de Zacualpan Veracruz. N 20° 30’ 28.1” N° 98° 18745.10” elevacién de 1365

msnm.

Capturas en refugio

Las condiciones ambientales de las zonas tropicales y subtropicales del pais y la orografia
de las zonas endémicas son propicias para que el murciélago hematéfago (D. rotundus) se
establezca en una gran diversidad de refugios como cuevas, minas, tuneles, construcciones
abandonadas y troncos huecos, que hacen el hébitat ideal para estos quirdpteros. Esta
condicion fue aprovechada para realizar las capturas en algunos refugios localizados por los
mismos ganaderos de las zonas endémicas consideradas para el muestreo. Estas se
realizaron durante el dia, se utilizaron redes de niebla de 6 metros de largo y 3 metros de
alto colocandolas en la entrada del refugio (Figura 8). A través de estos trampeos se
obtuvieron 79 ejemplares destacando un refugio ubicado en el municipio de Progreso de
Obregén en el Estado de Hidalgo N20°15°47.5” N°99’ 11° 29.1” 1894 msnm. En donde se

capturaron 63 ejemplares el 11 de Noviembre del afio 2007.



Figura 8. Desmodus rotundus capturado en refugio “la mina” localidad Tejocotes
municipio de Huayacocotla Veracruz N 20° 30731.3” N° 98732° 28.5” elevacion
2082msnm.

De los 100 ejemplares capturados se les obtuvo el tejido nervioso a través de la técnica de
necropsia (Figura 9) y se conservaron en un ultracongelador Thermo Electron corporation
® a -70° C ya que se ha demostrado que a esta temperatura se conserva la viabilidad de los

virus durante meses e inclusive afios (Burleson et al., 1992).

Figura 9. Imagen que muéstrala el inicio de la extracciéon del encéfalo de murciélago

hematé6fago (Desmodus rotundus).



Deteccion de antigenos rabicos por inmunofluorescencia directa en muestras frescas

En la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia, Hospital de Pediatria, CMN-Siglo
XXI, IMSS. Se realizé el diagnéstico a través de la técnica de inmunoflurescencia directa al
100% de las muestras obtenidas. La lectura de las laminillas la realizo el Dr. Alvaro

Aguilar Setién el mismo dia en que estas fueron preparadas.

Interpretacion de la IFD

Una respuesta positiva se fundamenta en la presencia de inclusiones fluorescentes de color
verde manzana, nitidamente brillantes, de formas diversas y tamaiios variables (Figura 10).
Las mds luminosas generalmente estdn coloreadas en su periferia. Existen también
inclusiones filamentosas que corresponden a los axones o a las dendritas llenas de
inclusiones virales. En los frotis encefélicos, es dificil precisar la localizacién de estas
inclusiones sobre todo cuando la muestra es tomada (por el contrario, en los cultivos

celulares son claramente intracitoplasmaticas, nunca nucleares), (Bourhy & Serau, 1991).

A B
Figuras 10.- Comparacién de una impronta de cerebro positivo a rabia (A) y un cerebro

negativo (B) en donde solo se observan las células del tejido nervioso con el objetivo 40x.



Frecuencia del virus rabico a través del empleo de la IFD.

Para el caso de las muestras procesadas para obtener el diagndstico a través de la
inmunofluorescencia directa la frecuencia obtenida es de el 0.11% (11/100), considerando

el 100% de las muestras obtenidas en el total de los sitios de captura.



Diagnéstico Molecular a partir de muestras de encéfalo por las técnicas de RT- PCR
y PCR semianidada

Para la deteccion del virus de la rabia a través de la técnica de RT- PCR a las 100
muestras obtenidas, se emplearon los iniciadores que amplifican un fragmento de la
nucleoproteina de 606 pares de bases del virus de la rabia utilizando los iniciadores Jw 12
(sentido) y Jw 6 (antisentido) y los resultados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%

(Figura 11).

Figura 11. Productos de RT- PCR para el gen N con los oligos JW6 y JW12. Carril 1 Ladder 100
pb, carril 2 CVS, carril 3 muestra (20), carril 4 muestra (22), carril 5 muestra (21), carril 6 muestra
(23), carril 7 muestra (24), carril 8 muestra (25), carril 9 control negativo (Encéfalo de ratén lactante
no inoculado), carril 10 Ladder. 500pb.

Para el caso de las muestras procesadas para obtener el diagndstico a través de la RT-PCR,
la frecuencia obtenida fue de el 0.07% (7/10), considerando el 100% de las muestras
obtenidas en el total de los sitios de captura.

PCR semianidada

Los productos de PCR obtenidos mediante esté técnica se utilizaron para la realizacion de
la técnica PCR semi anidada del gen N con los oligos Jw 12 y una mezcla de Jw 10 (10.1,
10.2, 10.3) para un fragmento de la nucleoproteina de 586 pb los resultados se visualizaron

en un gel de agarosa al 1% por electroforesis (figura 12 y 13).



1234 56 7891011121314 15

586 pb.

Figura 12. Productos de PCR semi anidada del gen N usando los primers Jw12 y un mix de
Jw10. En el carril 1 ladder. 2: CVS amplificado. Carriles 3-13 muestras: 26, 28, 29,31, 36,
37,40, 41, 42, 43, 44. 14: control negativo y el 15: Control negativo de reaccién sin DNA.

- - - c e —

586pb
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Figura 13 .productos de PCR semi anidada del gen N con los oligos Jw12 y una mezcla
de Jwl0 Carrilles: 1: Ladder; 2: CVS control positivo; 3: muestra 20; 4: muestra 21; 5:

muestra 22; 6: muestra 23; 7: muestra 24. 8: Control negativo de reaccidn sin DNA.

Para el caso de las muestras procesadas para obtener el diagndstico a través de la PCR semi
anidada, la frecuencia obtenida es de el 0.35% (35/100), considerando el 100% de las

muestras obtenidas en el total de los sitios de captura.

Es importante sefialar que el 90.9% de las muestras positivas a IFD (10/11) se obtuvieron

de la captura realizada en refugio en el Municipio de Progreso de Obregoén en el Estado de



Hidalgo a 1894 msnm., el dia 11 de Noviembre del 2007. A si mismo el 85.7% de las
muestras positivas a la RT-PCR (6/7) y el 88.5 % de las muestras positivas a la prueba de
PCR semi anidada (31/35).

El 8.57 % de las muestras positivas a la prueba de PCR semi anidada (3/35), se
obtuvieron de 7 murciélagos hematéfagos (Desmodus rotundus) capturados en refugio
localizado en la localidad de San Pedro Vaquerias en el municipio de Atotonilco el Grande
Hidalgo a 2161 msnm., el dia 13 de Marzo de 2008.

El 2.8% de las muestras positivas a la prueba de PCR semi anidada (1/35), fueron
obtenidas de 6 murciélagos hematéfagos Desmodus rotundus capturados en corral en el

municipio de Huehuetla Hidalgo a 725 msnm., el dia 11 de Julio de 2008.

Las pruebas de PCR semianidada se realizaron por duplicado y se emplearon dos controles
negativos, por un lado encéfalo de ratones no infectados y la mezcla de reaccién sin DNA.
Adicionalmente se realizaron las pruebas de IFD, RT-PCR y PCR semianidada por doble
ciego en dos instituciones (Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia, Hospital de
Pediatria, CMN-Siglo XXI, IMSS y al Laboratorio de Bioquimica, Biologia Celular y
Molecular, edificio de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Instituto de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo) por separado y los

resultados fueron siempre consistentes.



Analisis de los datos a través del coeficiente de kappa
RT-PCR- IFD

Po = probabilidad de observados.

Pe = probabilidad de esperados.

wles e

Po= 3+89
= 092
100
Pe= (3) (11)+(97) (89)
=0.86
100
RT- PCR
+ -
+ 3 8 11
- 0 89 89
3 97 100
Coficiente Kappa.
K= 0.92-0.86
= 042
1- 0.86

La interpretacién es que la concordancia o valor de kappa, entre las dos pruebas es de 0.42,
la cual es buena. Interpretando que la efectividad de las técnicas es diferente y que no
pueden emplearse de manera indistinta en el diagnéstico del virus de la rabia.
PCR-semianidada- IFD
Po = probabilidad de observados.
Pe = probabilidad de esperados.
Po= 11 +65

= 0.76

100



Pe= (35) (11) +(65) (89)
=0.61

100?

PCR - semianidada

o m—

+ -
+ 11 0 11
- 24 65 89

35 65 100

Coficiente Kappa.
K= 0.76-0.61
= 0.39
1-0.61

La interpretacién es que la concordancia o kappa, entre las dos pruebas es de 0.39, que
corresponde a regular. Interpretando que la efectividad de las técnicas es diferente y que no

pueden emplearse de manera indistinta en el diagnéstico del virus de la rabia.

PCR semianidada- RT-PCR

Po = probabilidad de observados.
Pe = probabilidad de esperados.

Po= 7 +65
= 0.72
100
Pe= (35) (7) + (65) (93)
=0.62

100°



PCR - semianidada

TR

+ -
+ 7 0 7
- 28 65 93

35 65 100

Coficiente Kappa.
K= 0.72-0.62
= 0.26
1- 0.62

La interpretacién es que la concordancia o kappa, entre las dos pruebas es de 0.26, que
corresponde a regular. Interpretando que la efectividad de las técnicas es diferente y que no

pueden emplearse de manera indistinta en el diagnéstico del virus de la rabia.



Discusion

Las acciones emprendidas por el Programa Nacional de Control de la Rabia en México han
logrado disminuir gradual y significativamente la incidencia de rabia en humanos y en
Perros. Los datos oficiales referentes a los ultimos afos indican que en gran parte del
territorio nacional se ha logrado interrumpir la cadena de trasmision de la rabia de perro a
perro y minimizar el riesgo de trasmision perro a humano. De las acciones mads importantes,
es la aplicacion de las campafias de vacunacion antirrdbica en animales domésticos (perros
y gatos) en las comunidades urbanas y rurales en donde se aplican un promedio anual de 16
millones de dosis en todo el territorio nacional alcanzando asi un cobertura superior al 80%
(OPS 2005) y con ello lograr el objetivo principal que es disminuir los casos de rabia en
perros y gatos y asi aminorar el riesgo de trasmision de la enfermedad al ser humano.

Se ha observado que la rabia transmitida por animales silvestres ha tomado mayor
importancia en donde la multiplicidad de reservorios agrava el problema al contrario de la
rabia urbana donde la principal especie transmisora es el perro (OPS 2005), La fauna
silvestre participa manteniendo ciclos estables de trasmisién por mucho tiempo en areas
geograficas especificas. En América latina los murciélagos hematéfagos D. rotundus han
sido plenamente identificados como reservorios del virus rabico (De Mattos et. al, 1996).
En América Latina aproximadamente el 74.8% de la poblacién vive en dreas urbanas pero,
la mayoria de los casos reportados de rabia, tanto en humanos como en animales
domésticos, ocurre en las zonas rurales, donde facilmente pueden traslaparse los ciclos
aéreo y terrestre. Especificamente en México, a pesar de que se han reportado casos de
rabia debidos a murciélagos no hematéfagos y mamiferos terrestres, el principal vector
sigue siendo el murciélago hemat6fago D. rotundus (De Mattos et. al, 1999, Aguilar et al.,
2005).

En el continente Americano se han identificado unas 300 especies de quirpteros sobre un
total de aproximadamente 1000 especies reconocidas en el mundo. De estas 300 especies de
solamente 3 son hemat6fagos. Taxonémicamente pertenecen a la familia Philostomidae,

subfamilia Desmodinae con solamente tres géneros Desmodus, Diphylla y Diaemus

(Calisher et al., 2006):



De los tres géneros Desmodus es el mds abundante tanto en México Centro y Sudamérica
con muy amplia distribucidon; en este sentido también es el de mayor importancia
epidemioldgica ya que es reconocido como el principal reservorio del virus rdbico y por lo
tanto transmisor de la rabia paralitica bovina en las zonas tropicales y subtropicales debido
a que los bovinos representan la principal fuente de alimentacién para los murciélagos
hematéfagos comunmente llamados vampiros (Aguilar et al;2005). El papel
epidemioldgico de los otros dos géneros Diphylla y Diaemus es desconocida (LLoza Rubio
& Aguilar 1998).

En este trabajo se compararon tres técnicas para el diagndstico de rabia en encéfalos de D.
rotundus. De 100 muestras trabajadas 11 fueron positivas (11%) por la técnica de
Inmunofluorescencia directa (IFD), 7 muestras (7%) fueron positivas por RT-PCR
amplificando un fragmento de 606 pb que codifica para el gen de la nucleoproteina y 35
fueron positivas por PCR semianidada (586pb. del mismo gen) lo que representa un 35% de
positivos, un porcentaje muy alto que difiere con lo que se ha reportado previamente en la
literatura para quirdpteros que es del 1 al 3% ( Flores Crespo, citado por Jiménez 2007).

La concordancia de éstas técnicas se determiné mediante una prueba de Kappa (Moreno et
al., 2000, Carrasco & Jover 2004). Los valores para esta prueba fueron: de IFD con RT-
PCR el valor que arroj6 el estadistico fue de 0.42 lo que corresponde a una concordancia
considerada buena. RT-PCR y PCR semianidada fue de 0.26, este valor de concordancia es
regular y de de IFD-PCR semianidada fue de 0 .39% de igual manera se considera un valor
regular.

En esta prueba mientras mdas alto sea el valor se interpreta como que las técnicas
comparadas resultan equivalentes o que tienen el mismo grado de eficacia.

La baja concordancia que se obtuvo en este trabajo indica que la efectividad de las
técnicas es diferente y que no pueden emplearse de manera indistinta en el diagnéstico del
virus de la rabia y esto puede deberse a varios motivos.

El diagnéstico de rabia por Inmunoflorescencia directa es la prueba considerada como
estandar de oro por la OMS (Aguilar et al.2005). Sin embargo esta prueba cuando se
realiza en animales de vida silvestre como los quirépteros presenta algunas dificultades

tales como, la limitada cantidad de muestra que se puede obtener de éstos pequefios



mamiferos, ademds que el sitio del encéfalo a partir del cual se toman las muestras para
inmunoflourescencia no sea el sitio donde el virus se encuentra en mayor concentracion y
aunado a que no corresponda al lugar a partir del cual se realiza la extracciéon de RNA lo
que podria representar una diferencia de concentracion de virus. El porcentaje de positivos
que se obtuvo por inmunoflorescencia directa fue del 11% este valor concuerda con lo que
se reporta para el estado de Texas en el que cada afio se analizan de 600 - 1300 murciélagos
y reportan un 11% de positivos por inmunufluorescencia ( Rohde et al., 2004 ) Por otro
lado, a pesar de que la técnica es sencilla se requiere de personal con experiencia para
poder hacer una correcta interpretacion, lo que hace a la prueba la mds subjetiva de las tres
que se emplearon en este trabajo.

El bajo porcentaje de muestras positivas por RT-PCR se podria considerar como falsos
negativos debido a que si la concentracion DNA es menor a 10 ng/microlitros no es posible
visualizarla en electroforesis en gel de agarosa, por lo que la prueba se considerard negativa
aun cuando no lo sea y esto se debe principalemente a la baja concentracion viral (Heaton,
et al, 1997, J. Rojas et al, 2006), por eso es conveniente un segundo ciclo de
amplificacion.

Sin embargo la RT-PCR puede ser empleada como una importante herramienta cuando las
muestras no son adecuadas para realizar técnicas de diagnéstico tradicionales como es el
caso de México que debido a las condiciones climdticas y a la inaccesibilidad de algunas
localidades las muestras pasan muchas horas en condiciones de temperatura inapropiadas lo
que puede ocasionar la inactivacion de las particulas virales. Ademds esta técnica se ha
empleado ampliamente demostrando alta especificidad (Picard et al, 2004; Ermine et al,
1989, (Sacramento ef al 1991, Kamolvarin et al 1993).

La prueba de RT-PCR semianidada resulté la més eficiente y con la que se obtuvo mayor

porcentaje de positivos. Con esta técnica se obtuvo el mayor porcentaje de positivos 35%.

Estos resultados se pueden explicar ya que un segundo ciclo de amplificacién incrementa la
sensibilidad de la prueba posibilitando la deteccion de virus en cantidades minimas (Picard

et al, 2004). Esta prueba se ha descrito que es altamente sensible y especifica e incluso



puede aplicarse en estudios epidemioldgicos retrospectivos, ya que es posible emplearla
para la deteccion del virus de la rabia en muestras de tejidos descompuestos, sin embargo
su sensibilidad es reducida en estas tipo de muestras.(Araujo et al., 2008).

Dado que no existe en la literatura suficiente informacién acerca de la patogenia de la rabia
en murciélagos no podemos decir que un resultado positivo implique que el murciélago esta
transmitiendo activamente el virus.

En estudios realizados para detectar anticuerpos contra rabia, en murciélagos capturados en
zonas alteradas y conservadas, se encontré que mas del 35 % de la poblacién fue positiva,
encontrandose una mayor cantidad de murciélagos con anticuerpos en las dreas conservadas
(Salas et al., 2004). En otro estudio realizado en poblaciones de murciélagos de diferentes
especies de Chamela se encontré que 60 de los 77 organismos capturados fueron
seropositivos (77.9%). El mayor porcentaje de seropositivos, por género, fue D. rotundus
(66%). En este mismo estudio se reportd que en el estado de Veracruz, 32 de los 79
organismos capturados fueron seropositivos (40.5%). Del 62% de positivos a Ac contra
rabia Los géneros Desmodus y Artibeus representan este porcentaje (Perea, 2008).

En este trabajo fue posible detectar mediante PCR semianidada un 35% de muestras
positivas al virus de la rabia, en muchos de los casos estas muestras fueron negativas por
inmunofluorescencia y por RT-PCR. Este porcentaje tan alto de muestras positivas podria
explicar de alguna manera la alta seroprevalencia que se ha reportado para murciélagos de
diversas especies.

Otros aspectos que se deben considerar son las propiedades bioldgicas del virus, la
virulencia puede estar determinanda en gran medida por el éxito en la trasmision. Es
posible que la trasmision via aerosoles, que se ha sugerido ocurre dentro de los refugios
donde habitan estos animales, no sea una ruta muy eficaz para desencadenar una infeccién
en los murciélagos dada la poca cantidad de virus que puede ingresar por esta via, sin
embargo explicaria de alguna manera la presencia de poca cantidad de virus en los
murciélagos que se detecta Unicamente después de dos ciclos de amplificacion por PCR
anidado, y de manera que genere la produccidon de anticuerpos sin que se pueda aislar el
virus. La suceptibilidad al virus de la rabia en la mayoria de los quirdpteros ha sido poco

estudiada, en algunos podria ser baja lo que explicaria también una tasa de replicacion baja.



De acuerdo a lo reportado por el SIVE en el afno 2008 (cierre preliminar al 1 noviembre de
2008), para los casos de rabia paralitica bovina y su distribucién por municipios podemos
observar que en las regiones en donde se realizaron las capturas se presentaron 6 casos de
rabia paralitica transmitida por murciélagos hematéfagos (Desmodus rotundus) en los
municipios de Santiago de Anaya, Actopan, Zacualtipan y San Bartolo Tutotepec en el afio
2008. Las capturas se realizaron durante el periodo agosto de 2007 al mes de Junio de 2008,
como se muestra en los resultados, 29 muestras positivas corresponden con el sitio de
captura el cual es un refugio localizado a una elevacién de 1888 msm en el municipio de
Progreso de Obregén, la captura se realizo el dia 11 de Noviembre de 2007 y para el afio
2008 y principios del 2009 la SAGARPA reporta la aparicién de focos en esa region
(Figura 14). De acuerdo a los resultados obtenidos se puede corroborar la correlacién
existente en el drea de transmision activa del virus de la rabia entre los murciélagos
hemato6fagos (D. rotundus) y las especies ganaderas de estas regiones ya que se ha
demostrado que la variante antigénica del virus de la rabia que prevalece en estas zonas

endémicas es la V11 (murciélago- vampiro) (Loza et al., 1999, Velasco Villa, 2002).

La frecuencia de deteccién de las tres pruebas diagnosticas utilizadas puede catalogarse
como alta, por lo anterior estos resultados podrian emplearse para que las autoridades los
tomen como una herramienta para planear medidas de prevenciéon y control de la

enfermedad de manera mas eficiente dentro de las areas endémicas estudiadas.



Figura 14. Mapa de casos positivos de RPB en el Estado de Hidalgo.



CONCLUSIONES:

1.-El 79% de los murciélagos hemat6fagos fueron capturados en refugio ya que este tipo de
capturas resultan ser mas exitosas que las realizadas en corral. Destacando un refugio en
particular ubicado en el municipio de Progreso de Obregén Hidalgo a 1894 msnm. En

donde se obtuvieron 63 ejemplares.

2. La alta frecuencia detectada por la prueba de IFD 11% fue mas alta que la que se ha
reportado previamente la cual va del 1 al 3% lo cual hace suponer un alto riesgo de

trasmision por la alta frecuencia en el vector.

3.- La alta frecuencia detectada por PCR semianidada sugiere que el virus esta circulando

en titulos indetectables por las pruebas de IFD y RT-PCR.

4.- Para realizar la prueba de IFD se requiere de personal entrenado para su interpretacion
esto podria considerarse una desventaja ante el empleo de las técnicas moleculares que si
bien es cierto también requieren de personal capacitado para su realizacion la interpretacion
de estas esta basada en la observacion de la amplificacion en el gel de agarosa y no se

requiere mas que la comparacion con el control positivo.

5.- Debido al desconocimiento de la patogenia de la rabia en murciélagos no podemos
decir que un resultado positivo implique que el murciélago estd transmitiendo activamente

el virus, pero si es potencialmente un vector de transmision.

6.- La mejora de las técnicas diagndsticas es un factor para el aumento de la frecuencia y la
prevalencia de las enfermedades sin embargo son una herramienta fundamental en la

vigilancia epidemiolégica



7.- La alta frecuencia detectada a través de la PCR semianidada sugiere que esta técnica sea
considerada para aplicar medidas de vigilancia epidemioldgica en animales silvestres pero
sobre todo en D. rotundus el cual es el principal vector de la rabia paralitica bovina y otras
especies ganaderas y a partir de ello planear medidas de prevencién y control de la

enfermedad.

8.- la interpretacién de los resultados a través de la prueba de Kappa indica que la
efectividad de las técnicas es diferente y que no pueden emplearse de manera indistinta en

el diagndstico del virus de la rabia.
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