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RISUMER 

CASTILLO CALVA ELIZABETH DEL. Ai•lamiento de Virus Rlbico a 
Partir de Enc6falo de Equinos Clinicamente Sano• Mediante "Pa­
•e• Ciegos" en Rat6n. Bajo la direcci6n de: MVZ Aurora VelA•-­
que• lchegaray y MVZ Gregorio Hern6nde• Zaragou. 

Se analiuron lo• cerebros de 100 caballos muestrea­

do• al azar, sacrificados ea. el Rastro de Equinos de Ixtapala­

pa en el Di•trito Federal, para identificar y aislar virus r&­

bico a trav6s de pasea aeriados en rat6n lactante. 

Todo• los enc6falo• resultaron negativo• a la prueba 

de Anticuerpo• Pluoreacentes (AP). Ea. 99 de las muestras ino­

culada• en ratones lactante• no ae identificaron animale• coa. 

signos clinicoa de enfermedad durante el peri6do de obaerva--­

ci611. en cada UD.O de lo• nueve pasea seriados realizados, re•u! 

tando tambi6n negativos a la prueba de AP. 

De la muestra No. 43 desde el primer pase ae encon-­

traroa. ratone• con signolog!a nerviosa y negativos en AP, aie!, 

do hasta el octaw pase en que todos loa ratones murieron y r.!. 
aultaroa. positivos a la prueba de AP. 

Se confirm6 la identidad del virus aislado con la -­
prueba de Indice de Neutralizaci6n en la que se obtuvo una di­

ferencia de 2.3 logaritmos entre el suero normal y el sueroª!. 
tirr&bico, el titulo del virus f'u6 de 1o'•5 DLRLS07'/ml. 
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IBTRODUCCIOR 

r.. Rabia•• una de las ent'enaedade• aoon6ticaa cou! 

derada en todo el anmdo como de la••• aterradora•, cauada -

por 1111 virua de la ramilia Rbabdoviridae 1 G6aero LyHariru 1 -

qu afecta a todos loa •ni-le• de aangre caliente ain hacer -

distiDci6n de edad, sexo 6 6poca del año (18, 35, 36, 37, 38, 

45, 51, 55, 68). Se traDSmite principalMnte por el contacto 

con la saliva de lo• animal•• infectado•, peaetraado a trav6a 

de las herida• 6 por pequeiia• escoriaciones en la piel y/o 1111• 

coaaa (24, 25, 37, 38, 45, 55, 66, 67). 

Bl virus viaja en forma ascendente a trav6a de aer-­

rios perif6ricos basta el ai~tema nervioso central, donde pro• 

duce una encefalitis no supurativa que conduce a la muerte -­

(35, 36, 37, 43, 45, 55, 67). Sin embargo, se han venido rea­

liundo estudios acerca de 1111 tipo de int'ecci6n r&bica en la -

que el hueaped permanec~ infectado sin -nifeatar ning6n •ipo 

de enfermedad y a la cual se le ha denomiaado rabia peraiaten­

te, iDaparente o aa.bletal. E.,te tipo de int'ecci6n •• ha obse~ 

vado principalmente en varios mamltero• silvestre• infectado• 

en forma aatural, tales como lo• 11UJ"ci6lagoa, sorroa, 110rri- -

llo•, -pacha•, coyotea, lobos y algano• perros salvajes capa­

cea de elimiaar el virus en la saliTA por '1D tiempo prolonga-­

do, permaneciendo como portadores clel viru (), 5, 6, 9, u, -

19, 20, 23, 24, 25, 27, 33, 34, 37, 38, \5, ,1, \8, 51, 'ª· --
53, 58, 60, 62). 
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Experimentalmente, tambi6n se ha descrito la exia-­

tencia de algunas cepas de virus rAbico aisladas de murci6la­

go, 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 M6xico 1 se aisl6 en 1971 a partir de enc6talo de 

equinos, un virus r4bico letal para ratones y aves de un dia 

de edad cuya virulencia se increment6 en el primer pase intr!, 

cerebral en rat6n de un dia, sin embargo, DO mat6 ratones de 

21 d!as, de los cuales ru6 posible aislar el virus a diferen­

tes intervalos de tiempo (t). 

Diez años despu6s de realizado el estudio anterior 

se diagnostic6 rabia en un caballo por el m6todo de Anticuer­

pos Fluorescentes, se inocularon ratones, cuyes, conejos y 

ha•ters de un d!a de edad, además de pollos de 1 y 6 dias 

por v!a intracerebral 1 muriendo 6nicamente hamsters y rato--­

nes. Al hacer pases en las mismas especies pero mayores de -

21 dias de edad, los animales manifestaron signos nervios~• -

en forma transitoria cada 25 6 30 dias, aislAndose siempre el 

virus ()1). 

En forma general se considera que son varios los -­

factores que influyen en la presentaci6n de las infecciones -

virales persistentes, entre ellos se encuentran loa siguien--

tes: 

i. v!a de entrada del virus al hufaped (8, 27, JO, 47). 



ii. d.6•i• de viru intectante (29, 301 37, 63). 

iii. formaci6n de particula• viral•• incompleta• llamada• pa!:. 

tlcula• defectiYa• de interferencia, que •on incapac•• de re­

plicar•• e interfieren con la producci6n de un viru coapleto 

infectante (2 1 3, 9, 13 1 28, 37, 40, 45, 55, 59). 

iY. mutante• aenaiblea a la temperatura (12 1 14, 15, 5,, 59). 

Ye preaencia de prorirua 1 que no afectan el metaboli•ao y la 

diriai6n celular (45, 55 1 59). 

Yi. eatado eatacionario fluente (20, 37, 45). 

Yii. la heterogenicidad de la• c6lula• del hu6•p•d con re•pe!. 

to a la auceptibilidad de infecci6n o la capacidad de •inte• 

tizar antlgeno Yiral (43 1 57, 58, 67). 

riii. que el virua ao aea citopatog6nico, replic,ndoae •imul­

tlneaaente c61ula• y Yirioae~ (to, 121 14, 15, 45, 59). 

iz. incapacidad intrlnaeca del Yiru para replicar•• en la• -

c6lula• debido al -dio .. biente adver•o (pH leido, temperat~ 

ra, o2) (45, 59, 63). 

z. la •lnte•i• de inter.ter6n por parte de la• c6lula• infect!, 

da•, inhibiendo a•l la Ñplica viral (37, 49, 50, 55, 59, 64). 

zi. cambio• en la conatituci6a bioquímica de la glicoproteiaa 

riral (to, 17, 21, 22, 56, 57, 65). 

zii. interferencia de la• funcione• aeuronalea ••pacifica• a 

nivel de receptora• muacarlnico• de la acetil colina (67). 

Sin embargo, la• infeccione• inaparente• no •on • 

proceao ••table, ya que pueden ••r reactiYacla• por vario• f•!, 

tora• tanto natural•• coao artificial•• que act6aa como -ca­

ni•mo• de•encadenante•, como e• el caao de murci6lago• en lo• 



' 
que la infecci6n rAbica latente puede ser reactivada por fluj:. 

tuaciones en la temperatura ambiental y durante el peri6do de 

gestaci6n (9, ,,, 60), asimismo, en cobayos sometidos a est,!_ 

dos de stress como la sobrepoblaci6n y la administraci6n de -

agentes inmunosupresores (35 1 4S, 46). 

La inoculaci6n en diferentes hu6spedes y realizando 

"pases ciegos" en los mismos, puede hacer evidente este tipo 

de infecci6n (2 1 32, 58). 

~~. c6lulas BHK21-S13 con infecci6n persiste~ 

te de virus r&bico en la que el virus ha sufrido cambios bio-

16gicos y quimicos, puede ser reactivada obteni6ndose un vi-­

rus completo al infectar 6stas c6lulas con virus de Carr6 --­

( 10). 

HIPOTESIS: 

Algunos caballo& pueden estar infectado& y actuar -

como portadores sanos del virus rAbico, pudi6ndo 6ste aer re­

activado por pases seriados en animales susceptibles. 

OBJETIVO: 

El prop6sito del presente trabajo fu6 el aislamien­

to de virus rAbico de enc6falos de equinos clinicamente sa--­

nos, muestreados al azar y negativos a la prueba de Anticuer­

pos Fluorescentes, mediante la realizaci6n de "pases ciegos" 

en ratones de un d!a de edad. 
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MATERIAL Y MITO DOS 

OBTENCION DE MUESTRAS: 

Se to-roa al azar loa enc6faloa de 100 caballo••!. 

criticados en el Rastro de Equinos de Ixtapalapa en el Diatr! 

to Federal, loa cuales se llevaron de inmediato al laborato-­

rio de Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zo~ 

tecDia, donde se conservaron a -1oºc haata el momento de uti­

lizar••• 

PRUEBA DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES: 

Se realiz6 la prueba directa de Anticuerpos Fluore~ 

centes a cada una de las mue~traa, siguiendo la t6cnica des-­

crita por Larghi e,,). 

PREPARACIOR DE INOCULOS: • 

De cada encltalo se prepar6 una suapensi6n al 10% -

ea aoluci6a amortiguaclQl'a de toatatos (PBS), auplementada con 

auero fetal equino al 2", •• antibi6tico• (200 UI de penici­

lina y 0.2 ms de ••treptoaiciaa por ml de in6culo). E.toa -­

in6culo• •• mantuvieron a .7oºc hasta au uso. 

REACTIVACION POR "PASES CIEGOS" EN RATON: 

Se inocularon 0.02 111 de cada auapeui6n al 10" por 

via intracerebral a camada• de ratone• albino• suizo• de un -

dia de edad, clinicamente sanos, siguiendo el altodo deacrito 

por laplan y ltopronki (39). Loa animal•• H obHrvaron dia• 

riamente durante un peri6do de )Odias, tomando de cada cama-
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da de lo• cerebro• de loa ratou• para preparar in6culoa y re!. 

liar 9 •pa•e• ciego•" en ratone• lactante•• 

lDllfflPICACIOB T TI'l'OLACI08 DEL VIRUS& 

Se realiuron de acuerdo a las tlcllicaa deacrita• 

por Kaplan y Koprowki (39). 
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RSSVLTADOS 

Laa improntas de la• 100 muestra• de cerebro de equ! 

no resultaron negativa• a la prueba de Anticuerpo• Fluorescen­

tea (AF). 

De loa 100 in6culoa inyectado• intracerebralmente a 

camadas de ratone• lactante•, en 99 de ellos se realizaron 9 -

pasea seriado• sin encontrar ning6n cambio en los ratone• du-­

rante el peri6do de observaci6n en cada pase, siendo tallbi6n -

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

Ea la muestra No. 43 se observ6 al primer pase rato­

nes con incoordinaci6n, hipe~acusia, iordosis 6 xitosia, pelo 

hirsuto y Cinalmente la muerte al dla 19 postinoculaci&n, los 

cuales resultaron negativo• en la prueba de AP¡ contorme ae -­

realizaron los pasea seriados aument6 el n6mero de ratone• --­

muertos pero negativo• a la prueba de AP 1 siendo hasta el oct!. 

vo pase en que todos loa ratones murieron en un peri6do de 12 

clS.as y resultaroa positivo• a .la prueba de AP (Cuadro tfo. 3). 

Al inocular•• intracerebralmente ratones de 21 dlaa 

de edad con el virus aislado de la muestra No.~,, los anima-­

les IIO murieron, siendo ademAs poaitivos a la prueba de U. 

En la prueba de Indice de Neutralizaci6n para ident! 

Cicar el virus de la muestra No. ~3, se obtuvo una diterencia 

de 2.3 logaritmos entre el suero normal y el suero antirr,bico 

(Cuadro No. U. 
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Se obtuvo un titulo de 1<>5 •5 DLRL50"/ml del virus -­

aislado de la muestra No.\). 

NCUllAD DE MEDICINA VE'ff.RIN~"IA , tOOlidll 
llllJOTECA - UH A ti 
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DISCVSI01' 

En el presente trabajo la reactivaci6n del virua r6-

bico de origen equino a trav6a de pases intracerebralea en ra­

t6n lactante ocurri6 a la octava transferencia. El 1% de loa 

encéfalos de equino determinados ror la prueba de .AP e inocul.!, 

ci6n en rat6n fueron positivos al antígeno rAbico. Estos re-­

aultadoa son similares con los obtenidos por Schoop (55) quien 

trabajando con ratones silvestres africanos aisl6 el virua r,­

bico en el 1~ de los animales probados al noveno pase. A dif.!, 

rencia de loa datos encontrados por Hern&ndez et. al. ()2) 

quienes necesitaron de 2 a) pases seriados para aislar el vi­

rus rAbico en el)% de los caballos clínicamente aanoa estudi.!, 

dos. 

De acuerdo a algunos autores, el virus r&bico rrodu­

ce antigeno identificable por las técnicas de diagn6stico rut! 

nario despu6a de diez 6,m&a d!aa postinfecci6n dependiendo del 

tipo de huésped y cepa viral utilizada (4, 26, 41). En este -

experimento se obtuvo un aisla.miento viral después de 8 "pasea 

ciegos". Algunos ratones manit'estaron una signologia sugesti­

va de la ent'ermedad desde el primer pase, y se increment6 la -

cantidad de animales at'ectados a través de los pases hasta el 

octavo. En éste <ü.timo todos los ratones murieron en un peri! 

do de 12 dias, siendo positivos a la prueba de AF. 

El comportamiento de 6ste virus no puede aer tan fa­

cilmente explicado debido a los dit'erentes t'actorea involucra-
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do• en la preaentaci6n de infecciones per•i•tente• o iaapara­

te•, ·adem&• de que tal ns el virus aislado eatuTO toraado por 

do• tipo• -de partlcula• virale• •zcladaa, aquella• que f'ueroa 

pat6gena• para ratom• lactante• y DO pat6gena• para animal•• 

adulto•, y aquellas que fueron pat6genaa para otras -e•pecie• • 

(.\2). 

Varios autor•• (1 1 31, 32 1 .\2 1 52, 59) •ncionan la­

existencia de virus r6bico devirulencia modificada natural o 

experimentalmente, con capacidad de producir infecciones par•• 

aiatente• o tolerante• en ani•l•• de laboratorio eapecial.mea­

te aquello• aislados de equinos. Adem6•, señalan que uno de• 
~ 

loa cambio• en laa c6lulaa infectadas ea la desaparici6n del• 

antlgeno viral (peri6do de e~lipae) y la aubaecuente aparici6n 

de 1111 nueTO virus detectable por la prueba de 13 y ai•lamiento 

viral, pero ••to no mceaariamente aucede inmediatamente, •o•• 

bre todo cuando ae trata de virua de replicaci6n lenta (59). 

El v:lru pat6geno para el rat6n lactante obtenido 

despu6• de f'ijar au capacidad .. letal para la misma e•pecie a 

traris de 8 paaea, rerirti6 prontamente a la forma no pat6gena 

para el rat6n adulto, despula de uno o dos pa••• intracerebra• 

lea. 

Informaci6a aimilar describieron Aguilar (1) y11er-­

n4Ddes et. al. (32) al trabajar con virua aialado• de equino, 

el cuAl no mataba ratone• de 21 dla• sino excluivaaunte rato­

nes, haiuters y aTes de un dla de edad; adeaa de incrementar 
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au virulencia en el primer pase en rat6n de un d!a. Asimismo 

estos iDTestigaclorea aislaron rirua de algunos aaimales de 21 

d!aa que DO murieron hasta 90 d!as poatinoculaci6n. 

Murphy (Sa) menciona que la diaeminaci6n del rirua 

de c6lula a c6lula por un Tirus fijo o de calle al iDfectar -

ratoaes lactante• y adultos, indica que a6D en iDfaccionea r! 
bicas naturales, aa nz que el virus alcanz6 el sistema ner­

rioao central 6ste puede diseminarse de una c6lula a otra aia 

producir cambio• en al hu6sped. 

En relaci6n a la prueba de Indice de Neutralizaci6n 

se obsem una diferencia de 2.3 logaritmos entre el suero -­

aormal y el iDanme, con lo que ae eatableci6 la identidad del 

Tiras, pues Kaplaa y lropro'WBki <,9) señalan que al obteaerae 

una diferencia mayor de 2 logaritmo• (neutralizaci6n del sue­

ro antirr6bico en•• de 100 veces la DLSO~ del virua) se coa 

firma la ~dentidad de un virus r6bico. 

Con base en lo anterior y para diferenciar este ti­

po de iafecc:l.6n, Laraki (ltS) y Saahi (,s) definen como iDfec­

ci6n persistente aquella en la cuAl el virus se encuentra en 

las c6lulas por largos peri6doa sin producir efecto citoplti­

co y las part!culaa Tirales pueden ser liberadas continuamen­

te, diferenciando a 6sta iDfecci6n de la llamada "abortiTa" -

en la cuAl la slntesia viral de progenie iDfecciosa no ocurre 

y por lo tanto no es posible el aislamiento viral. 



Ea importante desde el punto de ri•ta apidemiol6gico 

couiderar el t6rmino persistencia o cronicidad del virus r,b! 

co, aai como •us interaccione• con lo• diferente• hu6•pa4a• al!, 

miferoa, debido a que· en la historia natural de la rabia ·laa • 

upecies que sirven coao reservorios (IIUl'ci6lagos, zorrillo•, 

coyotea, zorras, etc.) para la perpetuaci6a del riru, el pa•• 

pel de casos cr6nicos o persistentes es claro (9, 20, 33, 31, 

37, "ª· 60, 62). 

Despu6s ele presentaciones epizooticas, el rirus es• 

capiz de sobrevivir a trav6s de un peri6do de incubaci6a ezce,2 

cionalaente largo hasta que au auen generaci6n de bu6spede• 

susceptible• alcanza 'IIJIA deuidad necesaria para una auen roa 

da de traullliai6n (91 201 33, 31, )7¡ ,a, 60, 62). 

Para aquella• especies, tale• coao animales dom6sti• 

coa y humanos, los casos cr6nicos probable•nte representen un 

ciclo alterno de rida J.>llra el virus (9, 13 1 58). 

En 6ste trabajo la aplicaci6n de loa resultados obta . -
nidos da ratones en forma experimental a infecciones naturales, 

tal vez sea limitada. Sin eabargo, el aislamiento riral del -

enc6falo de uno de loa equinos probados, aai como loa casos 1!!. 

formado• anterioraente (1, 31, 32) confirma la presencia de 

una infacci6n, tal vez cr6Dica1 persistente o tolerante para -

6ata especie. Y que en 6ata caso el curao cr6nico o persistea 

ta de la 1nfecci6n, posiblemente pudiera imitar la reintroduc• 

ci6n del virus a trav6s de un Dicho DO usual a otra• especies 

susceptibles. 
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CUADRO Bo. 1 

%deati~icaci&a de1 Aatlgeno R&bico por 1a prueba de .Aati­

cuerpoa P1uoreaceatea (AP) •• 1oa .. c,~a1oa ele caba11o y 
reaul.tadoa obteaidoa en e1 primer paae en rat6n 1actaate. 

AP •• 1a Primer paae iatracerebra1 en rat6n 
No. de mueatra Ro. de e~ermoa/ Dlaa de obaerTaci6n 
mueatra origina1 inocul.adoa poat-inocul.aci6n "' 
·1 - lt2 <-> 0/10 'º <-> 

"' <-> 2/10 19 <-> 
ltlt - 100 <-> 0/10 'º (-) 

N 
~ 



e u AD Ro Ro. a 

ZacU.c•• de aortaiidad y aobreviveacia obtemdoa en ioa "pa••• ciego•" 

•• rato••• iactant••, reaiimado• a partir de ioa ia6culoa de cerebro• 

de equino. 

Ro. de •• de Paae 

to. 1 ao. 1 'º· 1 "°· . 1 'º· 1 60. 1 ?o. 1 So. 1 9o. 

-e•tr• llo. de m11erto• / iaoca..ladoa 

1 - "ª 0/10 0/10 0/8 0/8 0/10 0/10 0/10 0/8 0/10 

.. , 2/10 3/10 va 5/10 6/tO 7/9 7/8 10/10 -
.... • 100 0/9 0/10 0/8 0/10 0/10 º'' 0/8 0/10 0/10 

N u 



ª' 

e u AD Ro Ho.:, 

Indice y apar1c16n de mortalidad en 8 ªpa•e• cie­

go•" en ratone• lactante• inoculado• con tejido -
cerebral equino a partir de la mueatra No.\:,. 

D!aa poat-inoculaci6n en 
lfo. de llo. de 1111ertoa/ Prueba qu aparecieron ai¡noa 

Paae Üloculacloa de U nervioaoa y 1111erte 

to. 2/10 <-> 19 

ªº· l/10 <-> 19 

'º· lt/8 (-) 21 

~. 5/10 <-> 20 

5o. 6/10 <-> 15 

60. 7/9 <-> 19 

?o. 7/8 <-> 1, 

8o. 10/10 (+) 12 



e u AD Ro No.' 

Zdentiricaci6a quan1:a1 de1 virus r&bico aia1ado de una 

muestra (No. 43) de cerebro de equino c1inicamente ••­

no, por e1 m6todo de Zndice de Neutra1izaci6n•. 

E1 1ogaritmo de1 50~ de morta1idad ea 1aa di1ucionea 
con suero aorma1 f'u6 de 10~•8 

E11ogaritmo de1 50~ de morta1idad ea 1as di1ucione• 

con suero antirr&bico fu6 de 102 • 5 

La dif'erencia de a·., 1ogaritmoa entre 1oa sueros, 

confirma que se trata de un rirus r6bico 

•De acuer~o a1 m6todo deacrito por Kap1aa y Koprowaki (39) 

., .. 

.• 1•• 

·'.,":'.'· 
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