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RESUMEN

CASTILLO CALVA ELIZABETH DEL. Aislamiento de Virus RAbico a =
Partir de Encéfalo de Equinos Clinicamente Sanos Mediante "Pa-
ses Ciegos" en Ratdén, Bajo la direccibén de: MVZ Aurora Vel&z--
quez Echegaray y MVZ Gregorio Hernndez Zaragoza,

Se analizaron los cerebros de 100 caballos muestrea-
dos al azar, sacrificados en el Rastro de Equinos de Ixtapala-
pa en el Distrito Federal, para identificar y aislar virus ré-
bico a través de pases seriados en ratén lactante.

Todos los encéfalos resultaron negativos a la prueba
de Anticuerpos Fluorescentes (AF). En 99 de las muestras ino-
culadas en ratones lactantes no se identificaron animales con
signos clinicos de enfermedad durante el periédo de observa---
cién en cada uno de los nueve pases seriados realizados, resul
tando también negativos a la prueba de AF,

De la muestra No., 43 desde el primer pase se encon--
traron ratones con signologia nerviosa y negativos en AF, sien
do hasta el octavo pase en que todos los ratones murieron y re
sul taron positivos a la prueba de AF.

Se confirmé la identidad del virus aislado con la --
prueba de Indice de Neutralizacidén en la que se obtuvo una di-
ferencia de 2.3 logaritmos entre el suero normal y el suero an
tirrfbico, el tftulo del virus fué de 10°°> DLRL50%/ml.



INTRODUCCION

La Rabia es una de las enfermedades soonSticas consi
derada en todo el mundo como de las m&s aterradoras, causada -

por un virus de la Familia Rhabdoviridae, Género Lyssavirus, -

que afecta a todos los animales de sangre caliente sin hacer -
distincién de edad, sexo 8 8poca del aiio (18, 35, 36, 37, 38,
45, 51, 55, 68). Se transmite principalmente por el contacto
con la saliva de los animales infectados, penetrando a través
de las heridas & por pequeilas escoriaciones en la piel y/o mu-
cosas (24, 25, 37, 38, 45, 55, 66, 67).

El virus viaja en forma ascendente a través de ner--
vios periféricos hasta el sistema nervioso central, donde pro-
duce una encefalitis no supufativa que conduce a la muerte -~
(35, 36, 37, 43, 45, 55, 67)e Sin embargo, se han venido rea-
lizando estudios acerca de un tipo de infeccién rébica en la -
que el huesped permanece infectado sin manifestar ningGn signo
de enfermedad y a la cual se le ha denominado rabia persisten-
te, inaparente o subletal. Este tipo de infeccién se ha obser
vado principalmente en varios mamiferos silvestres infectados
en forma natural, tales como los murciélagos, zorros, zorri- -
llos, mapaches, coyotes, lobos y algunos perros salvajes capa-
ces de eliminar el virus en la saliva por un tiempo prolomga--
do, permaneciendo como portadores del virus (3, 5, 6, 9, 11, -
19, 20, 23, 24, 25, 27, 33, 34, 37, 38, 45, 47, 48, 51, 52, --
53, 58, 60, 62).



Experimentalmente, también se ha descrito la exis--
tencia de algunas cepas de virus rébico aisladas de murcilla-
g0, zorro, perro, asno, humano, roedores silvestres y mutan--
tes de virus fijo (CVS) con baja virulencia para los animales
de laboratorio (5, 7, 8, 16, 17, 29, 30, 43, 47, 58, 61, 63).

En México, se aislé en 1971 a partir de encéfalo de
equinos, un virus rébico letal para ratones y aves de un dfa
de edad cuya virulencia se incrementd en el primer pase intra
cerebral en ratén de un dfa, sin embargo, no maté ratones de
21 dias, de los cuales fué posible aislar el virus a diferen-

tes intervalos de tiempo (1).

Diez afios después de realizado el estudio anterior
se diagnosticd rabia en un caballo por el método de Anticuer-
pos Fluorescentes, se inocularon ratones, cuyes, conejos y --
hamsters de un dfa de edad, ademds de pollos de 1 y 6 dfas =--
por via intracerebral, muriendo finicamente hamsters y rato---
nes, Al hacer pases en las mismas especies pero mayores de =
21 dfas de edad, los animales manifestaron signos nerviosos -
en forma transitoria cada 25 6§ 30 dias, aisléndose siempre el

virus (31).

En forma general se considera que son varios 1los =--
factores que influyen en la presentacién de las infecciones =
virales persistentes, entre ellos se encuentran los siguien--
tes:

i, via de entrada del virus al huésped (8, 27, 30, 47).



ii, désis de virus infectante (29, 30, 37, 63),

iii, formacién de particulas virales incompletas llamadas par
ticulas defectivas de interferencia, que son incapaces de re-
plicarse e interfieren con la produccién de un virus completo
infectante (2, 3, 9, 13, 28, 37, 40, 45, 55, 59).

iv, mutantes sensibles a la temperatura (12, 14, 15, 5&, 59).
ve. presencia de provirus, que no afectan el metabolismo y la
divisién celular (45, 55, 59).

vi. estado estacionario fluemte (20, 37, 45).

vii, la heterogenicidad de las células del huésped con respec
to a la susceptibilidad de infeccidn o la capacidad de sinte-
tizar antigeno viral (43, 57, 58, 67).

viii. que el virus no sea citopatogémnico, replicéndose simul-
téneamente células y viriones (10, 12, 14, 15, 45, 59).

ix, incapacidad intrinseca del virus para replicarse en las -
células debido al medio ambiente adverso (pH &cido, temperatu
ra, 02) (43, 59, 63).

X la sintesis de interferdén por parte de las células infecta
das, inhibiendo asi la réplica viral (37, 49, 50, 55, 59, 64).
xi, cambios en la constituciém bioquimica de la glicoproteina
viral (10, 17, 21, 22, 56, 57, 65).

xii, interferencia de las funciones neuronales especificas a

nivel de receptores muscarinicos de la acetil colima (67).

Sin embargo, las infecciones inaparentes no son un
proceso estable, ya que pueden ser reactivadas por varios fac
tores tanto naturales como artificiales que acthan como meca-

nismos desencadenantes, como es el caso de murciflagos en los



que la infeccién rébica latente puede ser reactivada por fluc
tuaciones en la temperatura ambiental y durante el periddo de
gestacibén (9, 44, 60), asi mismo, en cobayos sometidos a esta
dos de strgss como la sobrepoblacién y la administracibn de -

agentes inmunosupresores (35, 45, 46).

La inoculacidn en diferentes huéspedes y realizando
"pases ciegos" en los mismos, puede hacer evidente este tipo

de infeccién (2, 32, 58).

In vitro, células BHK21-S13 con infeccién persisten
te de virus ribico en la que el virus ha sufrido cambios bio-
18gicos y quimicos, puede ser reactivada obteniéndose un vi--

rus completo al infectar &stas células con virus de Carré ---

(10),

HIPOTESIS:

Algunos caballos pueden estar infectados y actuar -
como portadores sanos del virus rédbico, pudiéndo &ste ser re-

activado por pases seriados en animales susceptibles,

OBJETIVO:

El prop8sito del presente trabajo fué el aislamien-
to de virus rédbico de encéfalos de equinos clinicamente sa---
nos, muestreados al azar y negativos a la prueba de Anticuer-
pos Fluorescentes, mediante la realizacién de "pases ciegos"

en ratones de un dia de edad.



MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS:

Se tomaron al azar los encéfalos de 100 caballos sa
crificados en el Rastro de Equinos de Ixtapalapa en el Distri
to Federal, los cuales se llevaron de inmediato al laborato--
rio de Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo
tecnia, donde se conservaron a -70°C hasta el momento de uti-

lizarse.

PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES:
Se realizd la prueba directa de Anticuerpos Fluores
centes a cada una de las muestras, siguiendo la técnica des--

crita por Larghi (44),

PREPARACION DE INOCULOS:

De cada encéfalo se prepar$ una suspensidn al 10% -
en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS), suplementada con
suero fetal equino al 2%, m&s antibiSticos (200 UI de penici-
lina y 0.2 mg de estreptomicina por ml de indculo). Eatos -~

inéculos se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

REACTIVACION POR "PASES CIEGOS™ EN RATON:

Se inocularon 0,02 ml de cada suspensibém al 10% por
via intracerebral a camadas de ratones albinos suizos de un -
dfa de edad, clinicamente sanos, siguiendo el método descrito
por Kaplan y Koprowski (39). Los animales se observaron dia-

riamente durante un periddo de 30 dias, tomando de cada cama-
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da de los cerebros de los ratones para preparar inbculos y rea

lizar 9 "pases ciegos" en ratones lactantes,

IDENTIPICACION Y TITULACION DEL VIRUS:
Se realizaron de acuerdo a las técnicas descritas -

por Kaplan y Koprowski (39).



RESULTADOS

Las improntas de las 100 muestras de cerebro de equi
no resultaron negativas a la prueba de Anticuerpos Fluorescen-

tes (AF).

De los 100 inSculos inyectados intracerebralmente a
camadas de ratones lactantes, en 99 de ellos se realizaron 9 -
pases seriados sin encontrar ningln cambio en los ratones du--
rante el peribdo de observaciém en cada pase, siendo también -

negativos a la prueba de AF (Cuadros No. 1 y 2).

En la muestra No., 43 se observl al primer pase rato-
nes con incoordinacibn, hipegacusia. lordosis & xifosis, pelo
hirsuto y finalmente la muerte al dia 19 postinoculaciém, los
cuales resultaron negativos en la prueba de AF; conforme se =~
realizaron los pases seriados aument8§ el nlimero de ratones ---
muertos pero negativos a la prueba de AF, siendo hasta el octa
vo pase en que todos los ratones murieron en un periddo de 12

dfas y resultaron positivos a la prueba de AF (Cuadro No. 3).

Al inocularse intracerebralmente ratones de 21 dias
de edad con el virus aislado de la muestra No., 43, los anima--

les no murieron, siendo ademfs positivos a la prueba de AP.

En la prueba de Indice de Neutralizaciém para identi
ficar el virus de la muestra No. 43, se obtuvo una diferencia
de 2,3 logaritmos entre el suero normal y el suero antirrdbico

(Cuadro No, 4).
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Se obtuvo un titulo de 105'5 DLRL50%/ml del virus =

aislado de la muestra No. 43.

(ACULTAD BE MEDICINA VETERINARIA ¥ ool
BIBLIOTECA - UNAM
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DISCUSION

En el presente trabajo la reactivaciém del virus ré-
bico de origen equino a través de pases intracerebrales en ra-
tén lactante ocurrié a la octava transferencia, El 1% de los
encéfalos de equino determinados ror la prueba de AF e inocula
cién en ratén fueron positivos al antigeno rdbico. Estos re--
sultados son similares con los obtenidos por Schoop (55) quien
trabajando con ratones silvestres africanos aisl$ el virus ré-
bico en el 1% de los animales probados al noveno pase. A dife
rencia de los datos encontrados por Herndndez et. al. (32) ==
quienes necesitaron de 2 a 3 pases seriados para aislar el vi=

rus rébico en el 3% de los caballos clinicamente sanos estudia

dos.

De acuerdo a algunos autores, el virus rébico produ-
ce antigeno identificable por las técnicas de diagnéstico ruti
nario después de diez 6 mis dias postinfeccién dependiendo del
tipo de huésped y cepa viral utilizada (4, 26, 41)., En este -
experimento se obtuvo un aislamiento viral después de 8 "pases
ciegos", Algunos ratones manifestaron una signologia sugesti-
va de la enfermedad desde el primer pase, y se incrementd la -
cantidad de animales afectados a través de los pases haata el
octavo. En éste Giltimo todos los ratones murieron en un peri$

do de 12 dfas, siendo positivos a la prueba de AF,

El comportamiento de &ste virus no puede ser tan fa-

cilmente explicado debido a los diferentes factores involucra-
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dos en la presentacién de infecciones persistentes o imaparen-
tes, ademis de que tal vez el virus aislado estuvo formado por
dos tipos de particulas virales mezcladas, aquellas que fueron
patégenas para ratones lactantes y no patdgenas para animales

adultos, y aquellas que fueron patdgenas para otras especies -

(42).

Varios autores (1, 31, 32, 42, 52, 59) mencionan la-
existencia de virus r&bico de virulencia modificada natural o
experimentalmente, con capacidad de producir infecciones per--
sistentes o tolerantes en animales de laboratorio especialmen-
te aqnollo, aislados de equinos. Ademfs, sefialan que uno de -
los cambio; en las células infectadas es la desaparicién del -
antigeno viral (perifdo de eclipse) y la subsecuente aparicién
de un nuevo virus detectable por la prueba de AF y aislamiento
viral, pero esto no necesariamente sucede inmediatamente, 850«-

bre todo cuando se trata de virus de replicacidm lenta (59).

El virus patégeno para el ratém lactante obtenido --
después de fijar su capacidad.letal para la misma especie a --
través de 8 pases, revirtié prontamente a la forma no patégena
para el ratén adulto, despubs de uno o dos pases intracerebra-

les,

Informacién similar describierom Aguilar (1) y Her--
nfndez et. al. (32) al trabajar con virus aislados de equino,
el cull no mataba ratones de 21 dias sino exclusivamente rato-

nes, hamsters y aves de un dia de edad; ademfs de incrementar
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su virulencia en el primer pase en ratén de un dia. Asimismo
estos investigadores aislaron virus de algunos animales de 21

dias que no murieron hasta 90 dfas postinoculacidn.

Murphy (52) menciona que la diseminacidm del virus
de célula a célula por un virus fijo o de calle al infectar -
ratones lactantes y adultos, indica que aGn en infecciones ré
bicas naturales, una vez que el virus alcanzd el sistema ner-
vioso central éste puede diseminarse de una célula a otra sin

producir cambios en el huésped.

En relacién a la prueba de Indice de Neutralizaciém
se observd una diferencia de 2.3 logaritmos entre el suero --
normal y el inmume, con lo que se establecié la identidad del
virus, pues Kaplan y Koprowski (39) seiialan que al obtenerse
una diferencia mayor de 2 logaritmos (neutralizacién del sue-
ro antirrfbico en m&s de 100 veces la DL50X¥ del virus) se con

firma la identidad de um virus rébico.

Con base en lo anterior y para diferenciar este ti-
po de infeccién, Larski (45) y Sashi (55) definen como infec-
cién persistente aquella en la cull el virus se encuentra em
las células por largos peribdos sin producir efecto citophti-
co y las particulas virales pueden ser liberadas continuamen-
te, diferenciando a ésta infeccién de la llamada "abortiva" -
en la cuél la sintesis viral de progenie infecciosa no ocurre

y por lo tanto no es posible el aislamiento viral,
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Es importante desde el punto de vista epidemiolégico
considerar el término persistencia o cronicidad del virus rébi
co, asi como sus interacciones con los diferentes huéspedes ma
miferos, debido a que en la historia natural de la rabia las -
especies que sirven como reservorios (murciélagos, zorrillos,
coyotes, zorras, etc,) para la perpetuacién del virus, el pa--
pel de casos crénicos o persistentes es claro (9, 20, 33, 3%,

37' “8' 60. 62).

Después de presentaciones epizooticas, el virus es -
capdz de sobrevivir a través de un peribédo de incubacién excep
cionalmente largo hasta que una nueva generacién de huéspedes
susceptibles alcanza una densidad necesaria para una nueva ron

da de transmisiém (9, 20, 33, 34, 37, 48, 60, 62).

Para aquellas especies, tales como animales domésti-
cos y humanos, los casos crdénicos probablemente representen un

ciclo alterno de vida para el virus (9, 23, 52).

En éste trabajo la aplicaciém de los resultados obte
nidos de ratones en forma experimental a infecciones naturales,
tal vez sea limitada, Sin embargo, el aislamiento viral del -
encéfalo de uno de los equinos probados, asi como los casos in
formados anteriormente (1, 31, 32) confirma la presencia de --
una infecciém, tal vez crdnica, persistente o tolerante para -
ésta especie. Y que en éste caso el curso crénico o persisten
te de la infeccidn, posiblemente pudiera imitar la reintroduc-
cién del virus a través de un nicho no usual a otras especies

susceptibles.
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CUADRO No. 1

Identificacién del Antigeno Ribico por la prueba de Anti-
cuerpos Fluorescentes (AF) en los encéfalos de caballo y

resultados obtenidos en el primer pase en ratén lactante.

AF en la Primer pase intracerebral en ratém
No. de muestra |No, de enfermos/|Dias de observacibn
#u°'tr. original inoculados post=inoculacién AF
1 - 42 (=) 0/10 30 (=)
43 (=) 2/10 19 (=)
44 - 100 (=) 0/10 30 (=)
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CUADRO No. 2

Indices de mortalidad y sobrevivencia obtenidos en los "pases ciegos"

en ratones lactantes, realizados a partir de los inéculos de cerebros
de equino,

No. de No. de Pase
10, I 20, l 30. ' “o . I 50. I 60. I 70. | 80. l 90«
mues tra No. de muertos / inoculados
1 « &2 0/10 | 0/10 o/8 0/8 0/10 0/10 0/10 0/8 0/10
43 2/10 | 3/10 4/8 s/10 | 6/10 | 7/9 7/8 | 10/10 -
44 - 100 0/9 0/10 o/8 0/10 0/10 0/9 o/8 0/10 0/10
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CUADRO No, 3

Indice y aparicién de mortalidad en 8 "pases cie-
gos" en ratones lactantes inoculados con tejido =
cerebral equino a partir de la muestra No. 43,

Dias post-inoculacién en
No. de No.‘ de muertos/ | Prueba que aparecieron signos
Pase inoculados de AF _ nerviosos y muerte
10. 2/10 (=) 19
20, 3/10 (=) 19
3o, 4/8 (-) 21
bo, 5/10 (=) 20
50. 6/10 () 15
6o, /9 (=) 19
70, 7/8 (=) 14
8o. 10/10 (+) 12




CUADRO No., &

Identificacifn quantal del virus rébico aislado de una
muestra (No. 43) de cerebro de equino clinicamente sa-
no, por el método de Indice de Neutralizacibn*,

El logaritmo del 50% de mortalidad en las diluciones
con suero normal fué de 104'

El logaritmo del 50X de mortalidad en las diluciones
con suero antirr&bico fué de 102'5

La diferencia de 2.3 logaritmos entre los sueros,
confirma que se trata de um wirus rébico

*De acuerdo al método descrito por Kaplan y Koprowski (39)

%2



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Texto
	Literatura Citada

