Ol6 7R

UNIVERSIDAD NACIONAL <. -
AUTONOMA DE MEXICO -

Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia.
1%\‘5

DETECCION DE VARIANTES ANTIGENICAS DEL VIRUS DE LA
RABIA PROVENIENTES DE DIVERSAS REGIONES DE MEXICO,
IDENTIFICADAS POR ANTICUERPOS MONOCLONALES.

T E S I S

Que para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS VETERINARIAS
AREA DE  MEDICINA  PREVENTIVA

p r e s e n t a
EILIZABETH LOZA RUBIO

M V Z Raiil Vargas Garcia. MSP MPVM
M.V.Z. Eliseo Hernandez Baumgarten Ph.D.
M.V.Z. Diédoro Batalla Campero

1772



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



LISTA DE CONTENIDO.

pégina :

1. Resumen. ...

2. Introduccion.

2.1. Justificacion.........

2.2. Hipdtesis...........

2.3. Objetivo general.

2.4. Objetivos especificos.

3. Material y Métodos.

Resultados y discusién.

Conclusiones.

Recomendaciones.

Literatura citada....

Figuras.........

© ® N o o »

Cuadros. .....

10. Anexo l....




1. RESUMEN.

LOZA RUBIO ELIZABETH. Deteccion de variantes antigénicas del virus de la
rabia provenientes de diversas regiones de México, identificadas por anticuerpos
mongoclonales. (Bajo la direccion de Alvaro Aguilar Setién, Radl Vargas Garcia,
Eliseo Hernandez Baumgarten y Diddoro Batalla Campero).

El objetivo fué detectar la existencia de variantes antigénicas del virus de la
rabia, mediante anticuerpos monoclonales (AM) en 52 muestras de cerebros de
diversas especies positivos a la enfermedad, provenientes de diferentes regiones
del pais, a los cuales se les hizo pase en ratdn, y con los encéfalos de éstos se
realizaron improntas que se estudiaron mediante inmunofluorescencia indirecta
(IFl),usando ocha anticuerpos monoclonales antinucleccapside, y se realizd virus-
neutralizacion (VN) empleando cinco AM dirigidos contra diferentes fracciones del
virus, Resultaron siete variaciones antigénicas, una de las cuales correspandio a un
lyssavirus de murciélage europeo tipo 2 (EBL2), el resto son cepas que poseen
diferentes determinantes antigénicos con respecto al patrén de reactividad del
serotipo 1; asimismo en las cepas que se probaron mediante VN se hallaron
ligeras diferencias de neutralizacion. También se encontrd en un vampiro, virus
con patron de reactividad idéntico al serotipo 1.

Se concluye que en el pais existen variantes antigénicas del virus rabico, las
cuales pueden ser identificadas con AM, esto es importante para una mejor
comprensién de la epidemiologia de la enfermedad. Se recomienda continuar este

tipo de estudios bajo un modelo de especie y regionalizacion.



2. INTRODUCCION.

La rabia es una enfermedad infecciosa, de curso agudo y mortal, unica por su
capacidad para afectar a todos los mamiferos, ampliamente distribuida en el mundo
6, 11, 19, 37), clasificada como zoonosis y en cuyo determinismo interviene casi
siempre la agresién de un animat enfermo (11, 37).

Desde e! punto de vista epidemiolégico hay dos formas de rabia, la forma
urbana que se propaga sobre todo entre los perros, y ia forma silvestre que se
observa principalmente en los zorros, chacales, lobos, coyotes, mangostas,
murciélagos y otros animales silvestres (26, 36).

En los paises industrializados la rabia de tipo urbano transmitida al humano
por perros y gatos estd practicamente eliminada, predominando la rabia de tipo
silvestre (6).

En las regiones tropicales de América Latina e! reservorio de la fauna silvestre
es el murciélago hematdéfago que plantea problemas importantes. Los vampiros
pueden morir a cansecuencia de fa rabia y la pueden transmitir por periodos largos
de tiempo sin que se observen manifestaciones clinicas (26). Como estos
quirépteros se alimentan exclusivamente de sangre se han multiplicado en las
regiones tropicales donde hay cria de ganado vacuno, en quienes encuentran su
alimento con facilidad, causando graves pérdidas alimentarias'y econémicas (1, 19,
26). En México la plaga de este murciélago se extiende a lo largo de la costa
occidental desde Sonora hasta Chiapas, y en 1a oriental desde sur de Tamaulipas
hasta Quintana Roo (18, 23).

La rabia canina es importante ain en muchos paises subdesarrollados del
mundo, donde los perros infectados representan la mayoria de los 75,000 casos que

ocurren cada afio (6). La diseminacion natural de ia rabia canina depende en gran



medida de la tradicion en la relacion hombre-perro. Se sabe que el perro se
convierte facilmente en vagabundo debido a factores socioeconomicos y a la
irresponsabilidad de sus duefos. Los perros callejeros juegan un papel muy
importante en la propagacion de la enfermedad ya que encuentran condiciones
ideates en las areas urbanas, principalmente las marginales, debido a que su
estructura y densidad se ve favorecido por el correlativo incremento de los
asentamientos humanos (27, 30, 36, 38, 43, 45).

En la Ciudad de México se estimd que la poblacién canina era de 2'753,299 perros
en 1979, con una media de 55.38 por Km?2 y una relacién hombre-perro de 1:6,
(aunque en algunas delegaciones es mas elevada) proporcion comparativamente
alta en relacion con otras ciudades del mundo (9). Esta especie es la responsable
de mas del 82% de las agresiones en humanos en los ultimos anos (23, 32, 37)
siguiéndole los quirdpteros con un 6.5% (37).

El virus de la rabia pertenece a la familia Rhabdoviridae, que contiene tres
géneros: 1) Vesiculovirus, con el virus de la estomatitis vesicular como virus tipo, 2)
Lyssavirus, con ei virus de la rabia como su virus tipo y 3) un género sin nombre
oficial que contiene a los rhabdovirus de las plantas. Los dos primeros géneros son
virus cilindricos con un extremo redondeado y el otro aplanado, con forma de bala.
Los virus de las plantas son descritos como baciliformes por tener ambos extremos
redondeados.

En el pasado se considerd que el virus de la rabia aislado de diferentes
especies animales en varias partes del mundo, era antigénicamente homogéneo (2,
13). Sin embargo, Wiktor y Clarck (40), demostraron mediante el método de
reduccién de placas, que los anticuerpos antirrdbicos producidos en animales
inmunizados con virus de varias cepas de distintos origenes denotaban algunas

diferencias en la composicién antigénica, que se manifestaban por ligeras



diferencias en los titulos de seroneutralizacion.

Gracias al advenimiento de los anticuerpos monoclonates (AM) (12, 14, 20, 23),
fueron posibles estudios mas especificos. En 1878, Wiktor y Koprowski (41)
lograron la fusién de células de mieloma P3x63Ag8 con esplenocitos abtenidos
de ratones inmunizados con vacuna cepa ERA, dando como resultade gran
cantidad de- anticuerpos monoclonales que ofrecieron diferente especificidad al
interactuar con varias cepas del virus de la rabia; asi los AM producidos por
hibridomas reconocieron determinantes antigénicos de a) solo de Ia proteina de fa
cubierta viral, b) sélo de la nucleocapside, c) comunes a la proteina de la cubierta
vi)ral y a la nucleocapside y d) de especificidad desconocida identificada
Unicamente por la unién del anticuerpo y ilas células infectadas mediante
radioinmunoensayo.

Flamand y col (7, 8) posteriormente notifican el uso de AM dirigidos contra la
nucleocédpside empleando Inmunofluorescencia o ensayo inmuno enzimético
(ELISA), con el fin de diferenciar miembros del grupo Lyssavirus, y AM
antiglicoproteina utilizando virus-neutralizacién, para dirimir entre varias cepas de
virus rébico (4). Gracias al uso de AM pudo hacerse la siguiente clasificacion del
grupo rabico de Rhabdoviridae, género Lyssavirus:

Serotipo 1. Cepa prototipe de virus patrén de prueba (CVS) 24; que incluye la
mayor parte de los virus hallades en el campo y de las cepas de laboratorio de los
distintos paises, asi como los que por primera vez se han aislado de roedores de
Europa Central.

Serctipo 2. Cepa prototipo de murciélago de Lagos, aislada por primera vez de
una mezcla de encéfalos de murciélagos de Nigeria, y después de un murciélago en
la Reptblica Centroafricana.

Serotipo 3. Cepa prototipo Mokola, aislada por primera vez en musarafias de



Nigeria, posteriormente en el hombre, animales silvestres y domésticos de paises
africanos.

Serotipo 4. Cepa prototipo Duvenhage, aislada por primera vez en el hombre
en Sudéfrica, después en murciélagos de Sudafrica y Europa Central (13, 20, 24,
43).

Wiktor y Koprowski (42), por otra parle fueron los primeros en hacer notar la
importancia de las diferencias antigénicas en la profilaxis de {a rabia. Al realizar un
estudio donde produjeron variantes del virus en et laboratorio o las seleccionaron en
forma natural, estudiaron la especificidad antigénica de estas variantes empleando
AM, realizaron pruebas de proteccién cruzada en ratones inmunizados mediante
vacunas de rabia estdndar o vacunas producidas por medio de variantes y
desafiados con virus homélagos y heterélogos.

Lothar Schneider, investigador germano (31) utilizando los AM en virus
aislados de regiones geograficas y especies animales diferentes, concluye que la
existencia de variantes es mundial en mayor o menor grado, e informa que todos los
virus probados provenientes de Africa, tenian al menos un determinante en comun y
que las cepas de Asia difieren tigeramente entre si, pero significativamente de las
otras, Este autor cita por primera vez la importancia que pueden tener los AM en
investigaciones epidemiolégicas.

Charlton y col (3) estudiaron 19 cepas de virus rabico, provenientes en su
mayoria de fauna silvestre de diferentes regiones de Canada usando AM; este
trabajo permiti6 reconocer tres grupos de virus con diferentes patrones de
nucleocapside, asi como diferencias entre un aislamiento en Ontario, y dos de
Manitoba, Tiempo después, Webster y col (39), utilizan un panel de AM con
especificidad mas fina que los anteriores y realizan la deteccién de variantes

antigénicas de virus rabicos, aislados de diferentes especies originarias de las
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regiones Este, Centro y Norte de Canada. Encuentran tres grupos de variantes: la
primera comprende mamiferos terrestres originarios de Ontario. Quebec y los
territorios del  Noroeste; la segunda que abarca los mamiferos terrestres
provenientes de Manitoba y la tercera incluye murciélagos oriundos de Ontario.

En 1983, Sureau y col (35) son los primeros en dar a conocer un analisis
epidemioldgico en donde evaluan virus aislados de diferentes partes del mundo. asi
como de diferentes especies, para detectar variaciones antigénicas y establecer la
distribucion geografica de serotipos antigénicos especificos. Mencionan que tales
variantes podrian estar implicadas en fallas de tratamientos vacunales de personas
expuestas o de animales inmunizados profilacticamente. Debido a la probable
reaccion cruzada entre las cepas usadas parala produccion de vacunas y el virus de
la calle prevalente en una region.

Rupprecht y col (29), al estudiar la epidemiologia de las variantes del virus de
la rabia utilizando analisis discriminante, encontraron que hay diferencias entre
virus aislados de animales terrestres (zorros, mofetas) y de animales no terrestres
(murciélagos); asimismo enfatizan que el uso de esta técnica (AM) puede
incrementar el conocimiento sobre la dindmica de la rabia silvestre y facilitaria el
control racional de ia enfermedad.

En estudios posteriores, se detectaron variantes antigénicas de virus rabicos
en cerebros de diferentes especies provenientes de Europa, Africa y Norteamérica,
asi como de muestras pracedentes de Argentina, Colombia, Guyana y Trinidad, en
donde los virus rabicos de calle difirieron significativamente en su estructura
antigénica con los de las cepas vacunales. El analisis de virus rabicos reveld dos
grupos predominantes: un grupo aislado de perros, ganado y humanos que es
similar al tipo de virus europeo (cepa Pasteur), por lo que este espécimen pudo

haberse originado en Europa; el segundo grupo que circula en vampiros,



frecuentemente se asacia con ganado infectado via estos quirdpteros, parece ser
nativo de Sudamérica. La gran conclusién que emerge de este analisis antigénico de
varias cepas de virus rabico, es que parecen estar asociadas con huéspedes
mamiferos, limitados a una region geagréfica dada (4).

Germano y col (10) identificaron cinco cepas del virus de la rabia en el
noroeste de Brasil y dos en el sureste, y concluyen que en las regiones estudiadas
existen diferentes cepas de virus de rabia, cuya distribucion no parece guardar
relacién con Ias especies animales a partir de tas cuales se aislaron los
espécimenes, ni con la procedencia geografica de éstas, lo cual difiere de otros
autores (4, 43). El aislamiento antigénico de virus rabico proveniente de Europa,
Africa, Norteamérica y Sudamérica demuestra la utilidad del panel de anticuerpos
monoclonales en estudios epidemiolégicos (4).

En Mexico, las caracteristicas antigénicas de las cepas provenientes de

vampiros y de perros han sido poco estudiadas (2, 19, 20, 23).



2.1. JUSTIFICACION.

A pesar de los esfuerzos realizados durante esta década, la rabia continua
siendo un problema en América Latina. Ciertos paises han obtenido algunos
progresos; pero la mayoria esta aun lejos de cumplir con el programa de
erradicacion de la rabia urbana para 1990 propuesto por la Organizacion
Panamericana de la Salud (25).

La importancia de la Rabia para la Salud Publica no radica en el numero de
casos, sino en la letalidad. practicamente de 100% de los enfermos. Es importante
asimismo, el impacto emocional y psicoldgico, el sufrimiento y la ansiedad de los
individuos mordidas ante el temor de contraer la enfermedad (28, 30, 37), asi como
el dafio econdmico que ocasiona por concepto de : horas-hombre perdidas en los
tratamientos antirrdbicos, costo del mismo, servicios médicos y en ei caso del
derriengue los dafos directos e indirectos que ocasiona a la ganaderia (23, 37, 44).

En México, la tasa promedio de casos de rabia estimada durante el decenio de
1950-1959 corresponde a 0.18X100,000 habitantes, la cual permanece hasta el
periodo 1960-69; sin embargoe para el periodo de 1970-1979 decrece hasta llegar a
0.13(37) y de 1980-1989 aumentd al pasar de 0.09X100,000 habitantes a 0.14, en
los arfios de 1990-91 nuevamente disminuye hasta liegar a 0.08X100,000 vy
0.06X100,000 respectivamente, afectando fundamentaimente al grupo de 5 a 14
afios de edad (32). En lo que respecta a valores absolutos, el numero promedio de
casos fue francamente ascendente en el periodo de 1940-1949 con 46.3 casos,
elevandose a2 55.3 casos de 1950-1959 y a 74.1 durante 1960-1969, 73.2 entre
1970-1979 y entre 1980-1986 71.3 (39), para posteriormente disminuir hasta liegar
a48en 1991°.

* D.G.M.P. 1991



Como se ha mencionado en parrafos anteriores, el virus de la rabia habia sido
cansiderado durante mucho tiempo como antigénicamente monotipico. No obstante,
estudios recientes han permitido constatar que no es asi, ya que si bien e! virus
rébico es mas estable en la naturaleza que otros grupos virales, este agente se
encuentra sometido en estas condiciones a una multitud de presiones selectivas a
causa de la gran variedad de géneros y especies que puede afectar (2). Esto se ha
podido demostrar gracias al advenimiento de los anticuerpos monoclonales, cuya
habilidad para distinguir entre cepas de virus de rabia, vacunales y de la calle,
muestra su valor como herramienta para el diagnéstico de la enfermedad y a través
de su capacidad de caracterizacidn antigénica, la clasificacién de cepas de virus
de acuerdo a su patrén de reactividad (2, 4).

El haltazgo de variantes antigénicas podria explicar porqué ocasionalmente
puede fallar una vacunacion antirrdbica, al no dar proteccidn ante la infeccidén con
cepas de campo (2, 10, 35).

La utilidad de los anticuerpos monocionales an  investigaciones
epidemiolégicas, ha sido demostrada a través del estudio de un gran ndmero de
virus aislados, que revelan la distribucién geogréfica de cepas dadas de virus rabico
y su asociacién con huéspedes mamiferos particulares; esto ayuda a un mayor
conocimiento sobre la enfermedad lo que puede ser utilizado para dictar medidas
preventivas y asi lograr un mejor contral del padecimiento (2, 4, 10, 29, 34, 35, 39,
42, 43).



2.2 HIPOTESIS.
El virus de la rabia en México tiene variantes antigénicas identificables por

anticuerpos monoclonales, asociadas a la especie de procedencia y a su

ecosistema.
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2.3. OBJETIVO GENERAL.

Detectar |a existencia de variantes antigénicas del virus de la rabia, mediante
anticuerpos monoclonales. en muestras de cerebros de diferentes especies
positivos a la enfermedad, provenientes de distintas regiones geograficas de los

centros de diagnéstico seleccionados.

2.4, OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) ldentificar variantes antigénicas del virus rabico utilizando anticuerpos
monaocionales, en muestras de cerebros de diversas especies animales positives a la
rabia

b} Identificar si existe un patron de relacion entre las especies animales donde
se detecte alguna variante antigénica, y su distribucion geografica,

¢) Valorar los resultados en su potencial para fines de prevencidn y control.



3. MATERIAL Y METODOS.

El estudio se llevo a cabo en cuatro fases, que fueron las siguientes:

Fase . Recoleccion de muestras. Se recolectaron 162 muestras de diferentes
regiones geograficas, de las que solamente se eligieron 52 por su disparidad en
cuanto a especie y procedencia geografica. Estas provenian del Centro Nacional
de Sanidad Animal, ubicado en Tecamac, Estado de México, del Laboratoric de
Diagnoéstico Veterinario en el Distrito Federal (Sanidad Animal, S.ARH.) y del
Rancho Torreén del Molino de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Veracruzana.

Fase Il. Datos referentes a las muestras . Con la informacién descrita en el
Anexo 1, se identificd la especie y procedencia'geogréfica de cada una de las
muestras.

Fase 11l. Procedimiento de las muestras en el laboratorio.

Muestras de cerebros positivos (cepas).-Con los encéfalos infectados se
prepararon suspensiones al 20%: se usd como diluyente solucidn salina tamponada
con fosfatos, alaque se le agregd un 0.75% de albumina bovina, fraccién V con
antibidticos (BAPS), se almacend a -70 °C hasta su usoc .

Prueba biolégica.- las suspensiones se descongelaron y centrifugaron a 1000
rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se colacd en viales de 2 ml previamente
etiquetados con la identificacion y se inyectaron via intracerebral (0.03 ml) a seis
ratones albinos de 21 dias por cada cepa (15). Cuando os animales estuvieron
agonicos y con los signos caracteristicos de rabia se sacrificaron para obtener
sus cerebros. los que representaron el material de estudio. Dos cerebros se
utilizaron en |a prueba de inmunofiuorescencia indirecta (IFl) y cuatro para

determinar el titulo viral y posteriormente realizar la virus neutralizacion (VN).



Inmunofluerescencia indirecta (IF1).- Los dos cerebros anteriormente
sefalados se guardaron en cajas de Petri a -70°C, para luega realizar la IFI segin
Kaplan, MMM. y Koprowski,H., 1976 (5, 15).

Anticuerpos monoclonales (AM).- Se utilizd un panel reducido de ocho
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la nucleocapside* por cada cepa, el
cual consta del AM 1 que es positivo con los cuatro seratipos de lyssavirus: Serotipo
1, tipo CVS; serotipo 2, Lagos; serotipe 3, Mokola y serotipo 4, Duvenhage. AM 2 es
positivo con el serotipo 1 y con el EBL2 (Lyssavirus de murciélago europeo
encontrado en Myotis dasycneme (16). AM 3 es positivo con Ios serotipos 2, 3y 4y
con EBL1 (encontrado también en murciélagos europeos). AM 4 solo es positivo con
el serotipo 3. AM 5 es negativo en caso de ser serotipo 4. AM € es negativo en caso
de ser serotipo 4, AM 6 y AM 8 tienen fluorescencia negativa con EBL1 y positiva
con la mayoria del serotipo 2, con algunas excepciones: AM 6 es negativc con Lagos
1y AM 8 es negativo con Lagos 3. El AM 7 fue agregado al panel para poder
distinguir EBL2 (+ con AM 7) del serotipo 1 (- con el AM 7) (25) (Cuadro 1) (22).

Como testigos negativos fungierdn improntas de cerebro normal de ratén y
como testigos positivos, cerebros de ratén infectados con virus estdndar fijo
(CVS).

Los resultados se obtienen con un signo negativo (-) cuando no haya
fluorescencia, y uno positivo (+) en caso de existirla, de esta manera se detecta si
hay variantes antigénicas entre virus de rabia y virus relacionados. Virus
neutralizacion.- Con los cuatro cerebros restantes, se hizo una suspension al 20%
empieando BAPS como diluyente; con el sobrenadante de las cepas que por IFI
resuitaron diferentes antigénicamente se realizo la titulacidn dei virus por el método
de Reed y Muench (15), una vez obtenido el titulo se calcularon las dosis letales y

“Dra. Monique Lafon. Institulo Pasteur, Francia.



se hizo el ajuste de cada una de ellas para obtener la dilucion que contenia entre
50-100 dosis letales (DL) 50%, y asi ser empleadas como virus de desafio en la VN,
también se utilizaron para realizar esta prueba cinco anticuerpos  monoclonales
dirigidos contra diferentes fracciones del virus rabico*, siguiendo la metodoiogia
sefalada por Wiktor, T.J. y Koprowski,H., 1980 (42). El testigp positivo fue CVS
usado en VN con suero antirrdbico hiperinmune de cobayo; el testigo negativo fue
CVS empleado con suero negativo para anticuerpos antirrabicos. Los resultados se
interpretaron como Io describe Cr;arlton, K.M. y col., 1982 (3).

Fase IV. Andlisis de los resultados . Estos son presentados en cuadros y

graficas.

* Dr Alvaro Aguilar S. 1.M.S.S. México D.F.



4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En el Cuadro 2 puede apreciarse que el mayor numero de muestras
correspondio a {os canideos con 20, lo cual representd un 38.46%. Le sigue la
especie bovina con 17 (32.69%), cuatro casos de felinos (7.70%), dos de porcinos
(3.85%), dos de equinos (3.85%), uno de caprino y uno de murciélago hematdfago
esto representa el 1.92% para cada muestra respectivamente.

Por lo que se refiere a humanos se trabajaron cinco muestras es decir un
9.61% del total. de los cuales tres (60%) procedian de Distrito Federal y dos (40%)
del Estado de México. Las edades de los pacientes fluctuaban de los Salos 14
anos, lo que coincide con lo sefalado en estudios previos sobre esta enfermedad
(28, 36). También se observd que ninguno de ellos habia recibido tratamiento
post-exposicién, lo que confirma la necesidad de una mayor informacion a la
comunidad sabre el tema.

Durante el periodo de este estudio, sdlo se ¥ obtuvo un murciélago
hematéfago Desmodus rotundos . A pesar de que se habian recibido de la
F.MV.2Z. de Veracruz, once muestras de murciélagos insectivoros, frugivoros y
hematéfagos positivas a inmunofluorescencia directa (IFD), cuando se realizd la
.prueba bioldgica los ratones no murieron, ya gque la IFD habia resultado positiva,
se hicieron improntas directas a partir de 1os cerebros para realizarla IFl con el
panel reducido, sin embargo todas resultaron negativas.

El Cuadro 3, muestra la distribucion geografica de las 52 cepas de virus rébico
analizadas durante este estudio; asi se tiene que fueron once los estados de la
Republica de los que se estudiaron cepas, siendo el Estado de Michoacan del que
se examinaron mayor nimero mientras que de Yucatan sdlo se obtuvo una

muestra. Este cuadro se completa con la figura 1 que es un mapa donde pueden



verse cada una de las regiones de donde provenian las muestras, ademas de los
sitios en que se encontraron variaciones antigénicas. De las 52 cepas analizadas 45
(87.8%) corresponden al serotipo 1, y siete (13.2%) presentan variaciones
antigénicas.

En el Cuadro 4 se representa el patron de reactividad obtenido con los
anticuerpos monaclonales dirigidos contra la nucleocapside después de realizar la
IFI a las cepas de origen canideo,de este andlisis se obtuvo que una cepa
proveniente de Cuajimalpa, D.F., presentd el AM 3 como positivo. sin que pueda
decirse de corresponde al serotipo 2 Lagos 2, ya que el AM 2 también resulto
positivo; desgraciadamente no se recibié otra muestra de la misma region para
poder compararlas. En este cuadro también se observa que de las 20 cepas
obtenidas de esta especie, tres animales (15%) estaban vacunados, uno de ellos
nueve meses antes, el resto es decir 17 (85%) no habian sido vacunados. Con
respecto a su habito, los grupos de perros callejeros y que callejean, representan un
peligro potencial por su constante contacto con otros animales y con personas (36).

En el Cuadro § se observan los resultados correspondiente a la especie bovina
donde puede apreciarse que cuatrc cepas presentan variaciones antigénicas en su
perfit de reactividad; la primera provenia de Pinotepa Nacional, Oaxaca la cual tuvo
el AM3 positivo, de esta regién se recibio otra muestra procedentse de bovino, pero
su patrén antigénico fué serotipo 1; la segunda era una cepa que provenfa de
Tlaxcala, Tlaxcala, en ella el AM 6 resulté negativo, aunque no puede decirse que
se trate del serotipo 2 Lagos 2 porque e AM 2 es positivo, sin embargo cabe la
duda debido a que en el esquema de Montario y col (22) sdlo se examind fauna
europea y podria suceder que en México se estuviese dando la presentacion de
cepas autéctonas, por lo que seria de interés poder producir anticuerpos

monoclonales empleando nuestras propias cepas. La tercera cepa que reconoce



diferentes epltopes proviene de Peto, Yucatan en donde el AM 8 resulta negativo;
no puede afirmarse qﬂe corresponde al serotipo 2 Lagos 3 ya que el AM 2 es
positivo, lo cual es raro  porque en tipificaciones con este mismo panel de AM sélo
se informa de una cepa entre 25, con AM B (22). La cuarta cepa procede de
Tecamachalco, Puebla presenté un patrén antigénico igual al de un lyssavirus de
murciélago europea tipo 2 (EBL2), que sélo ha sido reportado en dos ocasiones
anteriores, una en 1986 procedente de un humano en Finlandia (21) el cual en un
estudio previo se indica que es un Duvenhage tipo 8 (4), sin embargo en trabajos
mas recientes se le clasifica como serotipo 5 (17, 46); y la otra en Holanda aislado a
partir de un murciélago insectivoro Myotis dasycneme (16). En este mismo cuadro,
se observa que 10 (58.82%) de los 17 bovinos no presentaron historia de
vacunacion: 3 (17.65%), si la tenian (en ningun caso se registré que tipo de
bioldgico fue el que aplicaron) y en 4 (23.52%), se desconocia si fueron o no
vacunados.

En el Cuadro 6 se observan los resultados encontrados con las cinco cepas de
origen humano, una de las cuales fue la que reconacié mayor nimero de
determinantes antigénicos de todas las muestras que resultaron con diferencias
antigénicas, el paciente de nueve afos de edad fue agredido por un perro, en
Ecatepec,Estado de México, este individuo no recibié vacunacion. Por lo .que
respecta a las otras cuatro muestras correspondieron al serotipo 1 y la especie
agresora fue la canina.

En el Cuadro 7 puede observarse el patrén de reactividad obtenido caon
diferentes especies, la mayoria de ellas fue serotipo 1; sin embargo la cepa
proveniente de un porcino de Tlalpan, D.F. presenté un epitope diferente al
presentar al AM 3 como positivo. Los animales de las especies incluidas en este

cuadro no tenian antecedentes de vacunacién.



Cabe mencionar que se examiné una cepa de murciélago hematofago
Desmodus rotundos proveniente de Tejupilco, Estado de México, mascota de una
familia nativa del lugar, que en un momento dado se torné agresivo y atacé a tres
menores, quienes recibieron tratamiento post-exposicién con vacuna tipo
Fuenzalida. Los menores no murieron de rabia, sin embargo una pequeia padece
del sindrome de Gillian Barré (paralisis). El vampiro se envid al Laboratoric Regional
de Diagnéstico de Toluca y resultd positivo a la prueba de anticuerpos fluorescentes.
Con el cerebro del animal se realizd una prueba bioldgica en ratones lactantes, uno
de los cerebros resultantes fué el que se utilizé para realizar la IFl con AM
antinucleocapside, de la que se obtuvo un patrén de reactividad idéntico al del
serotipo 1, o cual coincide con King y col (17) y Montafio y col (22) que indican que
en algunos murciélagos se ha encontrado este serotipo; pero difiere de Schneider
(31) y Smith (33). Como consecuencia de este estudio, se sugiere realizar una
tipificacion de cepas de murciélagos de diferentes especies en un mayor nimero de
muestras en el pais para corroborar lo aqui expuesto.

En el cuadro 8 se muestra el patrén de reactividad las cepas que presentaron

variaciones antigénicas, en este puede observarse que existe una diferencia (AM 3
positivo) que se detecta en tres diferentes especies y en dos regiones geograficas;
las otras cuatro variaciones solo se encontraron una vez cada una.
En cuante a especie, la bovina fué la que predomind ya que se detectaron diferentes
patronas de reactividad; por lo que respecta a ia regién el Distrito Federal fue el que
presentd la mayor frecuencia, las demas variaciones se presentaron en diferentes
localidades.

En este estudio puede decirse que la distribucion de diferencias antigénicas no
parece guardar relacidn con las especies de las que se aislan, como se ha

observado en Brasil (10); pero se contradice con otros trabajos (31). Para comprobar



esto ultimo, es importante seguir analizando un mayor niumero de muestras bajo un
modelo de especie y regionalizacién, con’ lo cual ademas se podrian hacer
estudios epidemiolégicos  sobre la prevalencia y distribucidn de variantes
antigénicas aumentando el conocimiento sobre su asociacion con huéspedes
mamiferos, sugiriendo las fuentes potenciales de exposicion de animales
domeésticos y humanos.

Las variaciones antigénicas observadas entre cepas, pueden ser imputadas a
las modificaciones que el virus de la rabia sufre al pasar de un huésped a otro o de
una especie a otra.

En el transcurso del estudio se decidit realizar la VN a las cepas que por IFi
resultaron diferentes, es decir a siete. Los resuitados al calcular el titulo del virus
réabico en cada una de las cepas, se muestra en el cuadre 9. Como puede
observarse, los titulos varian entre 10128 hasta 102.59. Se realizaron pases
sucesivos en raton para tratar de elevar el titulo (y por ende las dosis letales en los
casos que no alcanzaron 50-100 dosis ietales), siempre y cuando no sobrepasara de
cuatro, ya que Koprowski y col (18) marcan que después de mas pases podrian
producirse variaciones antigénicas in vitro; no obstante Dietzschold y cot (4) indican
que tanto in vive como in vitro pueden hacerse hasta 40 pases sin ningdn cambio;
en ol presente estudio se realizaron tres pases, ya que incluso en los pases
anteriores se alcanzaron las dosis letales necesarias para efectuar la VN, aunque en
titulos bajos. Lo anterior puede sugerir que estas cepas, ademas de tener variantes
antigénicas, poseen también variaciones bioldgicas; un hecho que apoya este
acierto es que se titularon dos cepas de campo {(bovino y vampirc) con patrén de
reactividad idéntico al serotipo 1, y al pase uno presentaron titulos mas altos gue

las otras, éstos fueron 1046 y 1048 dosis letal raton 50% en 0.03 mi intracerebral.



El Cuadro 10 representa los resultados de la VN encontrada para el CVS
{testigo positivo) y las dos cepas antigénicamente diferentes que se obtuvieron
(humano y perro), usando cinco anticuerpos monoclonales dirigidos contra
diferentes fracciones del virus de la rabia. Para representar lo obtenido se tomdé el
criterio de Charlton y col (3) en donde sefiala que se toma por neutralizado al virus si
sabreviven tres 0 mas ratones inocutados y como no neutralizado si permanecen
vivos menos de tres animales. A las cinco cepas que resultaron distintas no fué
posible realizarles la VN, ya que estos anticuerpos son liquidos asciticos que se
obtienen in vivo a partir de ratones BALB-C, por lo que |a cantidad que se recupera
fué insuficiente.

Asl se tiene que el AM 1 es neutralizado con ambas cepas (perre, humano) a
diferencia de lo que sucede con el CVS, lo cual indirectamente indica que esta cepa
esta adaptada a ratén a diferencia de las cepas de campo; cabe decir que el
monoclonal 1 es un anticuerpo que no neutraliza bien al CVS, por lo que podria ser
usado para determinar vacunas tipo Fuenzalida mal inactivadas. £n los demas AM
se encontraron ligeras diferencias antigénicas. Es de notarse que el testigo positivo
de los AM (suero hiperinmune de cuye) neutralizd al virus estandar de desafio
(CVS) y a la cepa de humano, pero no a la de perro, donde se detectan ligeras
diferencias.

En el control negative como era de esperarse todos los animales murieron.
Aungue en e! presente estudio los resultados con los AM producidas en México se
vieron limitados, es de interés sentar un precedente y continuar con trabajos que

ayuden a caracterizarlos por completo.
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5. CONCLUSIONES.,

La existencia de variantes antigénicas del virus de la rabia, sospechada desde
hace mucho tiempo ha podido confirmarse en este estudio, primero que se realiza
sobre este género en el pais, gracias al advenimiento de los anticuerpos
monoclonales. En este caso se empleo un panel reducido cuya utilidad se hace
patente alo largo del desarrollo de este trabajo, ya que su empleo es rapido y

sencillo,

La distribucién de ias variantes antigénicas encontradas no parece guardar
relacién con las especies animales de las cuales se aislaron, ni con la procedencia
geogréfica de las mismas; sin embargo es necesario examinar un mayor numero de

muestras, bajo un posible modelo de especie y regionalizacién.

La identificacién de las distintas cepas de virus de la rabia que existen en el
pais permitira contar con mas elementos para una mayor comprension de la
epidemiologia de la enfermedad, lo cual es muy importante para lograr un mejor

control,
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6. RECOMENDACIONES.,

Es de interés obtener un nimero mayor de musstras de las regiones donde se
encontraron diferencias antigénicas para conocer si en realidad existe lo que
algunos autores sefialan acerca de que las variantes antigénicas guardan relacién
con las especies animales y su procedencia geografica. Por otro lado continuar con
la deteccién de variantes en cepas provenientes de otras regiones del pals,
especialmente de las que no se abarcaron en este estudio.

Realizar una tipificacion con cerebros y grasas cafés de murciélagos, no
solamente hematdfagos, sino también frugivoros e insectivoros, para corroborar si
en las poblaciones de quirdpteros existe ademas del serotipo 2 como lo reportan
varios autores, el serotipo 1 como se encontré en este estudio, y asi comprobar la
idea de que més de un virus circula en murciélagos.

Intentar slevar el titulo de las cepas con variantes en un modelo in vitro como
pudieran ser las células BHK-21 (rifién de hamster bebé) o las NB (neuroblastoma
de ratdn), con el fin de realizar la virus neutralizacion, para probar los anticuerpos
monoclonales realizados en el pais; asi como proveerse de la suficiente cantidad de
éstos.

Realizar prusbas de proteccion cruzade, empleando algunas de las vacunas

antirrdbicas comerciales y las cepas que poseen variaciones antigénicas.
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FIGURA 1

REGIONES DE MEXICO DONDE SE RECOLECTARON LAS MUESTRAS DE
CEREBROS POSITIVOS A RABIAPQR IFD

* SEROTIPO1
% VARIACION ANTIGENICA
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CUADRO 1

PATRON REACTIVIDAD OBTENIDO
DEUN PANEL REDUCIDO DE AM , PARA
DIFERENCIAR VIRUS DE RABIA Y VIRUS

RELACIONADOS

. AM 1 AM 2 AM 3 AM 4 AM § AM 6 AM7 AM8
seroTpo 1 |+ + = = + + “ +
e8L2 + + - - + + + +
SEROTIPO 2
LAG + - + - + - - +
LAG2 + - + - + + - +
A3 + - + - L+ + - -
seromros | - * + Tk - + +
seroTiPo4 |+ - + i +. - - -

SEROTIPO 1 = CEPAS DE LABCRATORIO: EBL1 = CEPAS DE E. serclinus Y UN CASO HUMANO _ (YULI,
URSS); SEROTIPO2 = LAGOS BAT;  SEROTIPO3 = MOKOLA ;- SEROTIPO 4 = DUVENHAGE ; EBL2=
CEPAS DE Mycls dascyonsme Y UN CASO HUMANQ (FINLANDIA }



CUADRO 2

ORIGEN DE LAS CEPAS DE VIRUS RABICO
DE ACUERDO A LA ESPECIE ANIMAL

| ANIMALES DOMESTICOS ;

NUMERO DE %
MUESTRAS

CANIDEOS 20 38.46

BOVINOS 17 32.69. -

FELINOS 4 7.70

PORCINOS 2 " ags

EQUINOS 2 3.85

CAPRINOS 1

. :182

It ANIMALES SILVESTRES
MURCIELAGO HEMATOFAGO

Hi HUMANOS

TOTAL
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CUADRO 3

DISTRIBUCION DE CEPAS DE ORIGEN RABICO

[ESTADO MUNICIPIO o COLONIA No
EXAMINADO

CHIAPAS ESCUINTLA (3). TUXTLA GUTIERREZ () 3
DISTRITO CUAJIMALPA (3), NUEVA ATZACOALCO (1),
FEDERAL ROJO GOMEZ (1), TLALPAN (1), CULHUACAN (1) 7
DURANGO GOMEZ PALACIO (2) 2
ESTADODE  CUAUTITLAN (2), COACALCO (1), ECATEPEC (3),
MEXICO TEJUPILCO (2), TEXCOCO (2), COATEPEC (1) 1
GUERRERO CUTZAMALA (3) 3
MICHOACAN  COALCOMAN (2), TINIJARO (1), TACAMBARO (1),

HUETAMO (1), HUACANA (1), URUAPAN (1),

STA. ANA MAYA (1), APATZINGAN (1), 10

. FURUANDIRO (1)

OAXACA JAMILTEPEC (1), PINOTEPA NACIONAL (2) 3
PUEBLA PUEBLA (2), SANTIAGO MIAHUATLAN (1),

QUECHOLAC (1), TLACOTEPEC (1), 7

TECAMACHALCO (2)
TLAXCALA TLAXCALA (2) 2
VERACRUZ MEDELLIN (1), NAUTLA (1), SANTIAGO TUXTLA (1) 3
YUCATAN PETO (1) 1

(#} No DE CASCS POR REGION

{TOTAL

52




CUADRO 4

PATRON DE REACTIVIDAD ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANT!-NUCLEOCAPSIDE
OBTENIDAS DE CEPAS GE ORIGEN CANIDEO

No DE PROCEDENCIA VACUNACIGN HABITG ANTICUERPOS MONOGLONALES
MUESTRA GEOGRAFICA 1 23 45 67 8
CONTROL POSITIVO CVS + o+ . - + v - i
CONTROL NEGATIVO CNR T

1 *CUAJIMALPA DF. NO DOMICILIADO 4+ + + - + +

2 GOMEZ PALACIC DGO NO CALLEJERO e e e

3 TEXCOCO EDO DE MEX. NO CALLEJERQ I O

4 TEXCOCO EDQ DE MEX. NO CALLEJEA e . - 4

5 TEJUPILCO EDO DE MEX.. No CALLEJERQ L

8 ECATEPEC EDO DE MEX. NO CALLEJERQ e e

7 CUTZAMALA GRO NG CALLEIEABA  + + - « 4 .+

[} CUTZAMALA GRO. NO CALLESEABA  + + . - 4.

9 CUTZAMALA GRO. NO DOMICILIADO &+ - - ¢ .+

10 HUACANA MICH. NO CALLEJEABA  + + - - 0%

1 APATZINGAN MICH st CALLEJEABA  + + . . +l4

12 STA. ANA MAYA MICH. st CALLEJEABA  + + . .o +&0L-

13 PURUANDIRO MICH. NO DOMCILIADO 4 + - .+ #7i4°

14 HUETAMO MICH. NO DOMICILIADO  + & =« ‘s i

15 JAMILTEPEC OAX. DESC.  CALLEJERO P

18 PUEBLA PUE NO CALLEJEABA & + - ' - 44

17 PUEBLA PUE. st CALLEJEABA  + ‘- iy

18 QUECHOLAC . PUE NO CALLEJEABA  + + . .- % 04

19 SANTIAGO MIAHUATLAN PUE.  NO CALLEJEABA  » & .« -o 4 a3
20 TECAMACHALCO PUE NO CALLEJERO PR T S S

* VARIACION ANTIGENICA -

34



CUADRO 5

PATRON DE REACTIVIDAD ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTI-NUCLEQCAPSIDE
OBTENIDAS DE CEPAS DE ORIGEN BOVINO

No DE PROCEDENCIA VACUNAGION HABITO ANTICUERPOS MONOCLONALES
MUESTRA GECGRAFICA 1 23 4 6568 7 8
CONTROL POSITIVO CVS R - + . +
CONTROL NEGATIVO CNR e e e e e e e
1 ESCUINTLA CHIS. NO INTENSIVO N
2 TUXTLA GUTIERREZ CHIS. DESC.  EXTENSWVO L
3 CUAIIMALPA D F NO TRASPATIO P I
a CUAUTITLAN EDO DE MEX. NO INTENSIVO F O T
5 CUAUTITLANEDODEMEX.. RO INTENSIVO D A
6 COACALCO EDO OE MEX. NO TRASPATIO L I
7 COALCOMAN MICH DESC.  TRASPATIO P I
8 TINWARO MICH, NO TRASPATIO O T
] TACAMBARO MICH st INTENSIVO P T SR
10 PINOTEPA NACIONAL OAX. NO INTENSIVO P Y R Y
" " PINOTEPA NACIONAL OAX.  DESC.  INTENSIVO P T T
12 * TECAMACHALCO PUE. NO INTENSIVO P S S ey SO
13 * TLAXCALA TLAX. NO TRASPATIO T TP S e
14 MEDELLIN VER st INTENSIVO P ) e
15 NAUTLA VER DESC.  EXTENSIVO P (is
16 SANTIAGO TUXTLA VER. st EXTENSIVO PR o 3
17 * PETD YUC NO INTENSIVO P P

* VARIACION ANTIGENICA
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CUADRO &

PATRON DE REACTIVIDAD ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTI-NUCLEQCAPSIDE
OBTENIDAS DE ORIGEN HUMANO

No DE PROCEDENCIA VACUNACION ANTICUERPOS MONOCLONALES
MUESTRA GEOGRAFICA POSTEXPOSICION 1.2 3 4 5 €7 8
CONTROL POSITIVO CVS )
CONTROL NEGATIVO CNR

1 CULHUACAND.F NO

2 NVA ATZACOALCO O F. NO

3 COATEPEC EDO DE MEX. NO

4 ECATEPEC EDO DEMEX NO

S *ECATEFEC EDO DEMEX.. NO

* VARIACION ANTIGENICA
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CUADRO 7
PATRON DE REACTIVIDAD DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

ANTI-NUCLEOCAPSIDE
CON CEPAS PROVENIENTES DE DIFERENTES ORIGENES

No CE ESPECIE PROCEDENCIA VACUNACION HABITO ANTICUERPOS MONOCLONALES
MUESTRA GEQOGRAFICA 1t 2 3 4 5 87 8

TESTIGO POSITIVQ  CVS DR
TESTIGO NEGATIVO CNR e e e e e e e e
1 FELINO CUAJIMALPA D.F NO CALLEJEABA LR S T 4
2 FELING ROJO GOMEZ D.F NO CALLEJEABA R R T 4
3 FEUNO GOMEZ PALACIO DGO NC CALLEJEABA + o+ . -+ .
4 FELINO HUETAMO MICH NO CALLEJEABA L S TR

I 1 * PORCING TLALPAN D.F. NO TRASPATIO + s e .
2 PORCING TLACOTEPEC PUE NO TRASPATIO LR T

| 1 EQUINO ESCUINTLA CHIS. NO TRASPATIO + e e .
2 EQUINO URUAPAN MICH NO TRASPATIO + . .

I 1 CAPRINO TLAXCALA TLAX NO TRASPATIO $_* .
r 1 VAMPIRO TEJUPILCO EDO DE MEX NO SILVESTRE + > - -

* VARIACION ANTIGENICA
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CUADRO B

PATRON DE REACTIVIDAD OBTENIDO CON CEPAS QUE
PRESENTARON DIFERENCIAS ANTIGENICAS

FATRON DE REACTIVIDAD FRECUENCIA ESPECIES ENLAS  PROCEDENCIA
ANTICUERPOS MONOCLONALES QUE SE DETECTO
2 3 4 5 6 7 8 J
PERRO CUAJIMALPA O.F.

D R as2 CERDO TLALPAN D.F.

) A 8OVINO PINOTEPA NACIONAL OAX.
F ST SN o 152 BOVINO TLAXCALA TLAX,
R Y PR 182 8OVINO PETO YUCATAN.
P Y e e 152 BOVINO TECAMACHALCO PUE.
e e e 152 HUMANO ECATEPEC EDO DE MEX.




ESTA TESIS H8 OEBE
SAIR BE LR RIBLIOTECH

CUADRO @

TITULACION VIRAL REALIZADA A LAS CEPAS QUE PRESENTARON
DIFERENCIAS ANTIGENICAS

ORIGEN DE PROCEDENCIA PASE 1 PASE 2 PASE 3 l
LA CEPA GEQOGRAFICA

A ) ) B x B
PERRO DISTRITO FEDERAL 4025 (65800L) (237 {(S3B5DL) 237 (83951DL)
HUMANO ESTADO DEMEXICO  1g1.51 (707600 418 (77.820.L) N T
PORCING DISTRITO FEDERAL 10259 (770900 g2 (6990 D.L) N T

BOVINO OAXACA w0!25 (07901 NT 10125 (875100
BOVING TLAXCALA 1028 (T1820L) 4627 ©8850L) (g28 (902.1 D.L)
BOVING PUEBLA 1025 (699.00.L) N T NT

BOVING YUCATAN 10128 (447200 iS5 (69.00.1) " 1gl75- - (B7.51D.0)
BOVING MICHOACAN € 1048 (77620 D.L)

VAMPIRO ESTADO DEMEXICOC 1049 (9342001}

A. TITULOS EXPRESADOS EN EL DL RATON 50% /0.03ML /IC
B. DOSIS LETALES

€. CEPAS PERTENECIENTES AL SEROTIPO 1.

NT. NO TRABAJADOS
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CUADRO 10

RESULTADO DE NEUTRALIZACION CON AM
SEGUN EL CRITERIO DE CHARLTON Y COL. , 1982

AM DILUCION CONTROL POSITIVO CEPA 1 CEPA 2
vs CEPA ORIGEN HUMANG CEPA OQRIGEN PERRO

15 [ [ o
AM1 125 X o ]
1.12% x a =]
1:625 3 o o
15 =] <3 NT.
AM2 1:25 Q o NT
1.125 =} o NT
1:625 X o NT
1.5 o o o
AM3 125 © .o o
1425 o o o
1:825 o X [+}
15 o [] (-]
AM4 125 [~ o o
1.425 o o o
1:625 X x X
15 3 o 0
AMS 125 o Q o
1.125 X [} X
1:625 X x X
5 -] [+] o
TESTIGO 125 <] [ o
NEGATIVO 1125 Q =} X
162" o o] X

MAS DE TRES RATONES SOBREVIVIENTES A SEIS INOCULACIONES SE CONSIDERA NEUTRALIZADOC ©
MENOS DE TRES RATONES SOBREVIVIENTES A SEIS INGCULACIONES SE CONSIDERA NO NEUTRALIZADO X
NT NO TRABAJADO
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ANEXQ 1.

DATOS REFERENTES A LAS MUESTRAS.  Para esta fase se tomaron los
siguientes puntos:

Datos de [a muestra de origen humana.

Edad - tafio; 1-4; 5-14; +45
Procedencia geografica  Colonia Municipio,
Estado,

Con tratamiento post-exposicion: si ;. no

desconocida

Datos de la muestra de origen animal.

Especie

Procedencia geogréfica

Héabito

Canideos y felinos
Callejero: animal sin duerio conocido y que deambula libremente
en ia via publica;
callejea: animal con duafio, que abandona el domicilio en forma
libre aunque sea por tiempo limitado;
domiciliado: animal que permanece en la casa del dusfo.

Otros animales domésticos (bovinos, porcinos, caprinos, equinos y asnos)

Intensivo: animales estabulados que se albergan en granjas
(grandes, medianas o pequedas);
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Extensivo: especies que se encuentran en este tipo de sistema
de produccidn;

Traspatio: animales que se encuentran en este tipo de sistema.

Silvestre (vampiros, zorros, coyotss, etc..).

Animal considerado no doméstico.

Vacunacién antirrabica {incluidos animales de compania, domésticos y salvajes)

si H no, . desconocida, .
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