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1. RESUMEN:

El objetivo de esta tesis fue titular 40 muestras de suerc
pertenecientes a personal vacunado contra rabia que labora en cuatro
Centros de alto riesgo, que son: Antirrabico de Cuautitian, Antirrdbico de
Cuautitlan Izcalli, Antirrabico de Tultepec y el laboratorio del Proyecto de
Rabia del Centro Nacional de Microbiologia Animal (CENID-MA) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP).

Los sueros se trabajaron en el laboratorio de CENID-MA mediante
dos pruebas: RFFIT (prueba rapida de inhibicién focos fluorescentes) y
prueba de SN (seroneutralizacién) en placa. Los resultados obtenidos en
Ul(Unidades Internacionales)/ml se sometieron a “Correlacion de Pearson”
y “Correlacion de Spearman®, tomando como variables: resultados de
RFFIT, resuitados de SN en placa, edad, sexo, tiempo post- vacunacion y
lugar donde laboran.

Los 40 sueros estudiados presentaron més de 0.5 Ul/ml, que
representa el titulo protector que recomienda la OMS. Las correlaciories
verdaderas encontradas fueron: los resultados de RFFIT con resultados de
SN, los resuitados de RFFIT con la variable sexo, los resultados de SN con
la variable sexo y los resultados de RFFIT con la variable tiempo post-

vacunacion.

Se concluye que el personal que labora en estos Centros de alto
riesgo se encontro protegido ante una exposicion accidental frente al virus
de la rabia. Se recomienda que todos los trabajadores sujetos a alto riesgo
sean vacunados y posteriormente conozcari su titulo de anticuerpos.



2. INTRODUCCION:

La rabia es una enfermedad mortal que afecta a animales de sangre
caiiere, causada por un virus que se caracleriza por ser neurotropico. Esta
enfermedad produce una encefalitis virica eguda mortal, es considerada como
una de las 10 enfermedades infecciosas que producen mayor nimero de muertes
cada afto a nivel mundial (Meslin, 1996; Jackson & Wunner, 2002; Chrisman,
1997; Loza-Rubio, 2003).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada 10 o 15 minutos
alguien muere por su causa. Cada hora mil personas reciben tfratamiento
antirrébico. En total se calcula que anualmente mueren en el mundo entre 40y 70
mil seres humanos. Solo en Africa hay entre 5 y 15 mil muertes al afio, y 500 mil
individuos infectados. En Asia, las cifras sefialan entre 35 y 55 mil muertos y 7
millones bajo atencidn médica (Loza-Rubio y Gémez Lim 2004).

El virus de la rabia se encuentra difundido en todo el planeta y ataca a los
mamiferos domésticos y salvajes, incluyendo al hombre. El microorganismo se
encuentra principaimente en la saliva de los animales infectados y se inocula al
hombre cuando éstos lo atacan y provocan en él aiguna lesion y/o cortada en la
piel (Acha y Szyfres, 2001).

Los principales transmisores de la enfermedad son las especies camivoras
de una gran cantidad de paises. Entre ellos estan los perros y animales silvestres
como los lobos y los zorros. Los quirdptercs como los “vampiros” o murciélagos
hematdfagos, constituyen en muchos lugares un serio peligro porque muerden al
ganado, transmitiéndoles al virus de la rabia; lo cual les ocasiona la muerte y en
consecuencia, provocan pérdidas a la ganaderia (Acha y Szyfres, 2001, SSA,
2001).



21 HISTORIA DE LA RABIA

La Rabia tiene una larga e interesante historia. Debido a su cuadro clinico
tan impresionante, esta enfermedad ha sido ampliamente descrita, tanto por los
grandes historiadores de la antigiledad como por (a literatura médica en las
distintas épocas, que citan aspectos de su transmisibilidad y gravedad (SSA,
1999, Schneider et al, 1994).

En imagenes sobre piedra en cavemas de Europa de hace
aproximadamente 50,000 afios, se representan hombres y perros en cacerias, Y
también perros con la forma de “pemros rabidos”. En aquellos tiempos, las
enfermedades eran consideradas de “origen divino” y algunos las relacionaban
con maldiciones provenientes de los demonios. Las interpretaciones de las
enfermedades eran vistas de diferentes maneras en cada pueblo antiguo: los
asirios, egipcios, caldeos, hebreos y otros pueblos, creian que las enfermedades
eran de caracter religioso, y los chinos e hindies, la enfermedad era vista como un
desequilibrio entre los elementos que componian a los organismos humanos
(5SA, 1999; Schneider et al, 1994; Sanchez, 2002).

Tres mil afios antes de Jesucristo ya se encuentra el origen de la palabra
“rabia” en la lengua sanscrita, donde "Rabhas” significa “agredir ¢ hacer violencia"
y se refiere al periodo Védico de la India (30 siglos a.C.) cuando al Dios de la
muerte se le describid como a un perro. La palabra griega “fyssa” viene de la raiz
"lud” que significa. “violento" y/o “locura”, adjetivos que se aplican tanto en el
hombre como en los animales con la enfermedad (SSA, 1999; Loza-Rubio, 2003,
Ortiz y Roy, 2002).



La primera descripcion de la enfermedad se remonta al siglo XXill a.C., en
el Cédigo Eshunna en Babilonia. Desde la antigliedad ya se habia establecido la
relacion entre la rabia humana v la rabia de los animales, especialmente de los
perros. £En el anfiguo Egipto, el Dios Sirius fue hecho a imagen de un pervo furioso,
debido a que la rabia parecia ser prevalente en el Gitimo verano (Otero, 2003;
Loza-Rubio, 2003).

En la mitologia griega, Homero se refiere a la rabia en la lliada cuando
menciona que "Sirius®, la constelacién perro de Onidn, sjerce una influencia
maligna sobre la humanidad. La estrella "Perro Sirio” se asociaba con perros
rabiosos, en pueblos del Mediterraneo Oriental, Egipto y Roma. También escribe
Homero que el invencible Héctor era un “perre rabioso’”. Mientras que los griegos
antiguos fenian a la diosa Artemisa como sanadora de la rabia y al dios Astisie,
hijo de Apalo, quien era especial para combatir el efecto de la rabia. En la Grecia
también era reconocida la cauterizacion de las heridas causadas por animales
rabiosos, tratamiento que se mantuvo hasta el descubrimiento de las vacunas
(Otero, 2003, Loza-Rubio et al, 1998b; Loza-Rubio, 2003; Schneider ef al, 1994).

El fildsofo griego Arnistételes en sl siglo IV a.C. | en su tratado llamado
“‘Historia Natural de fos animales™, menciond, "los perros suelen sufrir de rabia, Ia
cual los pone en el estado de furia y cuando estdn en tal condicion, todos ios
animales a los que muerden son afectados por la enfermedad”.

Hipacrates, el médico mas destacado de la antigiedad en el afio 460 a.C.,
refirid algunas de sus caracteristicas en el humano y recomendd determinados
medicamentos como medida preventiva. En aquellos tiempos en Roma, Plinio y
Ovidio crefan que otra causa de la rabia era el llamado "gusano de la lengua del
perrg”, y como ratamiento se cortaba el freno de la lengua del perro y se extimpaba
un pliegue en el cual pudiera estar el “gusano”, esta teoria permanecio hasta
Pasteur (SSA, 1999; Ortiz y Roy, 2002; Schneider et al, 1994).



En el siglo | d.C Comelio Celsus, que siguid la escuela de Hipécrates,
reconocié que la mordedura de los perros y la saliva de cualquier animal enfermo,
era peligrosa para el hombre; hizo por primera vez una descripcion de la
enfermedad, a la cual nombraria por primera vez como “hidrofobia”; pregonizé el
lavado y la cauterizacion de las heridas hechas por el animal rabido como medio
para evitarla y afirmé que cuando se presentaban los sintomas de esta
enfermedad, no hay posibilidades de curarla y termina siempre con la muerte. La
“Sucrutasamita” (siglo I} es ef primer texto médico sobre la rabia en {a India (SSA,
1998, Ortiz y Roy, 2002; Loza-Rubio, 2003; Schneider et al, 1994).

Celio Aurelianc, en su tratado sobre las enfermedades agudas escrito en el
siglo Il d.C., traté extensamente esta enfermedad (SSA, 1999, Ortiz y Roy, 2002).

En la Edad Media, con el crecimiento poblacional de las ciudades
medievales y con los problemas sanitarios que sufrian, surgieron varias epidemias
como la lepra, varicela, difteria, tuberculosis, sarampién vy la rabia que marcaba su
presencia con invasionas de animales rabiosos en l0s pueblos vy villas. A pesar de
sequir los principios hipocraticos, los problemas de salud eran considerados como
causas magicas y religiosas; y en este periodo el gran protector de la rabia fue
San Humberto. El hecho de que San Humberto curara la rabia era una discusion
entre las instituciones cientificas de la época, como la “Sorbone” y la Iglesia
Catdlica. Con base en la proteccion de San Humberto, se utilizaba la aplicacion de
un hierro caliente en los perros mordidos por otros rabiosos. Los sacerdotes
desprendian una particula de hilo de ia estola de San Humberto y la introducian
bajo la piel de la frente de la persona mordida, y continuaban con la cauterizacion
de las henridas, conjuntamente con otras medidas como la aplicacion de

cataplasmas a bases de extractos vegetales (Schneider et al, 1994).



Los médicos mahometanos Rhazes en el siglo IX y Avicena en e siglo X,
también la mencionan en sus escritos donde describen conceptos importantes
sobre la hidrofobia (SSA, 1999).

A mediados del siglo XVII Girolamo Francastoro, sabio italiano nacido en
Verona, fue autor de una famosa obra llamada “De Res Contagione”, donde
describié sintomas clinicos de la enfermedad que habia podido observar en
numerosos pacientes y sus medos de contaminacion. Afirmé que la rabia no poadia
ser contraida por ninguna clase de contacto, ni por medio de fomites ni a la
distancia, afirmando que “solo se contrae Ja enfermedad cuando la piel ha sido
rota por la mordedura de un pero y de la cual salga sangre”, mencionando
también que: “todo permo mordido por un rabido adquiere siempre la enfermedad,
lo cual sucede igualmente en el hombre” (SSA, 1999; Ortiz y Roy, 2002,
Universidad Veracruzana, 2004).

En 1500, Espaiila estaba asolada por rabia canina, también la ciudad de
Paris en 1614, y asi casi toda la Europa central (Schneider et al, 1994).

En Mesoamérica, la existencia del “canis familiaris” , 0 sea, el perro se cree
inicié desde hace 8 mil aflos; en el periodo precolombino éste servia como
compafiia y alimento, representado a través de la figura del “iftzcuint/i” 6 como
imagen ceremonial, dios 0 emisario de la muerte a través de la figura de “Xolot/”,
que creian acompafiaba al difunto en su viaje al inframundo. Pero el describir los
problemas de! exceso de poblacion canina y de la Rabia canina en México obliga
a remontarse al afio de 1519 cuando vinieron los primeros perros de presa de
razas hispanicas, con la ammada de Cortés a México; las cuales se reprodujeron
con los perros nativos. Y como consecuencia de este mestizaje surgieron canes,
bulliciosos y agresivos, callejeros y cimarranes; los cuales aumentaron en numero
rapidamente generandose asi una sobrepoblacién canina, y la aparicion de casos
de la rabia en la Nueva Esparia. Como medida de control, en el afio de 1581, el



cabildo de México ordené reducirlos mediante el sacrificio y multando a los duefios
con 10 pesos, ya que en algunos casos la agresion del animal provocd la muerte
de las personas (SSA, 2001).

En la Cultura Maya, se habia deidificado al Dios Murciélago, que lo
relacionaban con la muerte de hombres y animales, y aparentemente no hay
referencias que indiquen la existencia de Rabia en las diferentes cuituras de
América Prehispanica. Sin embargo, como teoria contraria, algunos datos
histéricos sefalan que la rabia ya existia en Aménca, y que los vampiros, cuya
presencia se detectd en zonas del nuevo continente, eran causa de transmision
del mal, segun relatos de las cronicas de los conquistadores, en 1514 y 1527,
principalmente en tierras mexicanas (SSA, 1999; Sanchez, 2002).

Progresivamente la rabia se fue difundiendo a todo el continente. En el afto
1709, se registra la primera epidemia de Rabia en los perros callejeros de la
ciudad de México y otras ciudades vecinas como Puebla, afectando también a
animales domésticos, animales salvajes y a los humanos. A fines de 1719
aparecieron victimas humanas en las Antillas, asi como en la Isla de Barbados en
1741. También en islas de Las Antillas Menores colonizadas en ese afio por los
ingleses (SSA, 2001).

Con el surgimiento del brote de rabia canina en la ciudad de Londres en
1752-1762, fue ordenado el sacrificio de todos los perros callejeros, que incluyé la
paga de una recompensa por animal muerto, originando una masacre de éstos
animales. Esta practica también utilizada en Madrid, mataron 800 perros en un
solo dia (Schneider et al, 1994).

En 1770, Van Switen , describié la forma paralitica de la enfermedad (Ortiz
y Roy, 2002).



En Peri, en 1803, se desatd una violenta epidemia de rabia que causo la
muerte a 42 personas en lg ciudad de lca, localizada al veste de ese pais (Achay
Szyfres, 2001).

Europa, sufrio algunas epizootias de rabia ocasionada por zormros en 1803 y
hasta finales de 1830, siendo éstos los Ultimos difusores del virus en el sur de
Alemania y Suiza. En este perlodo era muy comin matar a los enfermos o
sospechosos de rabia, llegando al punto de ser propuesto en Francia en 1810, una
ley concebida en estos términos: “Bajo pena de muerte, prohibase estrangular,
asfixiar, desangrar por las cuatro extremidades o matar de cualquier otra manera a
las personas afacadas de rabia, hidrofobia o cualquier olra enfermedad que
Drovoque accesos, convulsiones o locura furiosa. Comespondiente a la policla y a
la familia de las victimas, tomar precauciones para proteger la salud pablica y la
particular® (Acha y Szyfres, 2001; Schneider et al, 1954).

En 1804, Zinke en Alemania demostrd experimentalmente la virulencia de
la saliva de los perros rabidos (Loza-Rubio, 2003, Schneider et al, 1994).

El afio de 1821, Francois Magendie y Gilbert Bréchet identificaron la rabia
humana con la canina reproduciendo la enfermedad en un perro, inoculéndole la
saliva de una persona enferma (Ortiz y Roy, 2002; Loza-Rubio, 2003).

En 1879, un medico chileno llamado Pedro Videla sugeria: “ef fratamiento
de la rabia se divide en: 1) preventivo donde se usan lociones avinagradas sobre
la herida con ventosas secas y compresion circular en el drea que alraiga e impida
al virus rébico avanzar al intenior def cuerpo; y con los causticos como el hierro
enrojecido, los dcidos fuerles, ef cloruro de zinc, nitrato de plata, efc. para eliminar
al virus. Y 2} curaltivo con un estupefaciente (dantura stramonium) que calma y
disminuye la accion excitante de los centros nerviosos” Sin embargo, en su propio



estudio el mismo observé que por medio de éste medicamento y otros narcéticos
como el opio v el coral mo se curaban los pacientes, solo aliviaban temporalmente
los sintomas mds molestos de ia enfermedad (Larval, 2003).

En 1879, Victor Galtier demosird la existencia del virus rabico en las
glandulas salivales y la inoculd en conejos y ovinos. También comprobd la
duracion del periodo de incubacion y su disminucién a través de las sucesivas
inoculaciones. Estos fueron antecedente fundamentales de investigaciones que se
realizarcn y sirvieron para llevar a buen puerto el desarrclio de un método de
inmunizacidn contra la rabia (Pérez, 2003).

Louis Pasteur en 1880 sugirid que el agente etiolégico de la rabia no era
una bacteria, sino un virus. En esta época muchos crelan en la espontaneidad de
las enfermedades, inclusive de |a rabia; y Pasteur se postuld contra esta teoria,
como podemos ver a través de una de sus cartas sobre la rabia donde
mencionaba: “Hasta hace poco, nuestros conocimientos sobre la rabia estaban
mezclados por una cantidad de prejuicios. Se creia par ejemplo, que la rabia podia
nacer espontaneamente e incluso se describian las causas ocasionales del mal,
En jas calles de ciertas ciudades, a menudo se colocaba & fo fargo de los muros
en verano, pequeflos vasos de estafio llevando agua, para gue los perros pudieran
salisfacer su sed. Muchas perscnas pensaban que si se descuidaban estas
precauciones, los animales estaban expuestos a conlraer fa rabia. No obstante, es
un hecho que bajo cualquier condicién fisiolégica o patolégica en que se coloque a
LN perro o cualguier olro animal, jamds se manifestard la rabia en este animal sl
no ha side mordido o lamido por algin ofro que tenga la rabia en el momento que
s¢ ha producido la herida; pero es preciso, dirdn, que ¢habrd habido un primer
animal con rabia ? Esta es una demanda que abre simplemente la cuestién del
origen de todos Jos casos, cuestibn absolutamente fuera del dominio de las
investigaciones cientificas. ¢ De dénde viene el primer hombre? ;de dénde sali6 el



primer robie? Nadie lo sabe y es inutil discutir sobre misterios parecidos.”
(Schneider et al, 1994).

En 1881, Pasteur comunicd a la Academia de Ciencias, haber encontrado
que el virus de la rabia no estd sdlo en las glandulas salivales, ya que Roux,
Chamberland y Thuilier que eran miembros del equipo de Louis Pasteur,
demostraron que el Sistema Nervioso Central es el sitio primario de reproduccion
del virus de la rabia. Estos investigadores transmitieron [a rabia mediante la
inoculacién submeningea de conejos. Y en 1885, Pasteur muestra por primera vez
el éxito de una vacuna contra la rabia ante |a Academia Francesa de las Ciencias;
publicando su famoso e histérico trabajo llamado: “Método para prevenir la Rabia
después de una mordedura”. Desde el primer tratamiento en 1885, hasta el afio de
1886, Pasteur ya habia tratado 2.490 personas; dicho tratamiento tenia una
mortalidad del 1 al 2 %, cuando era iniciado a tiempo. Debido a su éxito empez6 a
recibir donaciones de vanas parles del mundo, con ias cuales fue posible empezar
la creacion del Instituto Pasteur. Diez afios después el Instituto tenia centros de
investigacion de varios paises. Louis Pasteur no habld de diferencias antigénicas
pero si fue el primero en establecer que habia diferencias entre las cepas,
denominandolas virus fijos vy virus de la calle, realizando pruebas de proteccion
cruzada (Schneider et al, 1994; Loza-Rubio et al, 1998b; Acha y Szyfres, 2001,
Amasino et al, 2002).

En 1889, Di Vestea y Zagari inocularon el virus de la rabia en nervios como
el isquiatico y mediastinico, y mostraron como el virus primero cubria 3 areas del
nervio: perinervio, epinervio y epitelio perineural; y comenzaba su viaje, llamando
a este fendmenc “translocacion”. Y demostraron que este proceso poedia ser
interrumpido al seccionar el nervio. Dicho experimento después llevé a la
conclusidn de que dicha translocacion del virus podia ser temporaimente

blogueada por anestésicos locales (Zuckerman et al, 2000).



En 1899, Babes y Lepp usaron suero hiperinmune antirmabico obtenido de
caballos; pero hasta 1950, Koprowski y colaboradores investigaron el efecto del
suero en el fratamiento antirabico humano. Aplicaron suere a 29 victimas
agredidas por un oso en Irdn y observaron una disminucion considerable en el
porcentaje de mortalidad en las personas tratadas. Asi, la aplicacién del suero
conjuntamente con la vacuna para el tratamiento preventivo contra la rabia
empezé a ser recomendado por el Comité de Expertos de la OMS a partir de 1973
{(Kumate, 1993; Schneider et al, 1994).

En 1903, Negri descubridé los corpusculos que llevan su nombre,
describiéndolos como cuerpos de inclusidn con caracteres tintoriales especificos
en el citoplasma de las neuronas de perros, gatos y conejos experimentalmente
infectados con e virus de la rabia. Descubniéndose asi un método de diagndstico
en los animales muertos por ésta enfermedad. Identificd inmunolégicamente el
contenido de las indusiones como ribonucieoproteinas del virus de la rabia; y por
esta razon Negri indagaria que el agente era un protozoario, pero en en el mismo
afio Remilinger mostrd la naturaleza viral del agente por su calidad filtrante (Acha
y Szyfres, 2001).

En 1905 se descubrid en Perti que el coyote es ofro animal que puede
transmitir la rabia. Se informa que en 1910, en México, por primera vez se
presentaron casos de rabia en bovinos transmitida por murciélagos y otros
animales silvestres. De 1911 a 1918, se registraron fuertes epizootias de rabia
transmitida por la mordedura de murciélagos en el Brasil, de igual manera
Paraguay, Argentina, Honduras, Isla Trinidad, Guatemala, Bolivia, Colombia,
Panama y México presentaron numerosos casos de rabia por mordeduras de
murciélagos a mediados de |la década de los veintes (Acha y Szyfres, 2001).
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Kubes y Gallia en 1942 concluyeron gque en Venezuela existian dos virus de
rabia epizootioldgicamente diferentes: el de origen canino y el de origen bovino
(Loza-Rubio et al, 1998b).

En el afio de 1978, Wikior y Koprowaski por medio del método anticuerpos
monoclonales (AM* demostraron las diferencias antigénicas en la composicién
antigénica de difereres tipos de virus fijos ¥ en el afio de 1980, detectaron las
diferencias en virus de la calle aisledos de seres humanos, afirmando que : “Los
virus relacionados con el rébica se diferencian por sus antigencs superficiales o
glucoprofelnicos mediante las pruebas de neutralizacion y de proteccién cruzada;
fambién se emplean anficuerpos monodonales dirigidos contra la nucleocapside”.
Con sl emplso de paneles de AM confra la nucleocdpside y la proteina G, se
demostré la existencia de diferencias antigénicas en diversos aislamientos del
virus de la rabia provenientes de América, Europa, Asia y Africa. Asimismo, se
comprobé la diferenciacién establecida por seroneutralizacion entre virus de rabia

(serolipo 1) y los virus relacionades Lagos bat, Mokola y Duvenhage que
representan a los serotipos 2, 3 y 4, regpectivamente,y que han sido aislados
exclusivamente en oftros continentes diferentes al americano. Los Lyssavirus de
murciélago europeo tipos 1 y 2 (EBL 1 y EBL 2) son transmitidos exclusivamente
por quirGpteros insectivoros en Europa y fueron descritos inicialmente como una
variante de Duvenhage (Loza-Rubio, 1898% Loza-Rubio et al, 1958b).

(AM*) Los AM fueron producidos por vez primera por Kholer y Milstein en 1975, que
obtuvieron el Premio Nobel de Medicina en 1984 por tal descubrimiento; donde consiguieran unir
dos células y oblener un hibrido (Hibridorna) que presentaba caracleristicas funcionales de ambas
poblacicnes celulares. Fuslonaron un linfocito B ds bazo de un ratén inmunizado con eritrociios de
oveja que producia anticuerpos contra un epitope del enitrocito, con células de mielomna de un ratén
que vivia de forma indefinida "in vitro® .Qbtuvieron un hibrido que era capaz de segregar
inmunoglobulinas frante al epitope del eritrocito de ovela de forma permanente, ya que el hibridoma
{ambién habia adquirido Ya capacidad de secreci6n de inmunoglobulinas del mieloma y su
capacidad para vivir "in vitro™, Es decir, consiguieron producir anticuerpos "in vilro™ frente a un solo
determinante de una compleja estructura antigénica.



A partir de 1990, se desarrolld una metodologia de transcripcion inversa
(ARN-ADN), “la reaccién en cadena de la polimerasa” (PCR) para secuenciar y
amplificar la regiones o genes de la rabia; con la finalidad de estudiar el grado de
variacion del genoma en diferentes aislamientos de! virus de la rabia (Loza-Rubio
19989).

En México en el afio de 1998 se publicaron los primeros estudios realizados
para la caracterizacién del virus de ta rabia aislado tanto en fauna doméstica como
de fauna silvestre por medio de AM anti-nucleocapside, no detectdndose
similitudes con otros virus Europeos o Africanos. En el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) se determiné por
primera vez de una manera cientifica, que en México solo se encuentra el
serotipo/genotipo 1. También se describi6 por primera vez otros ciclos
epidemiolégicos en México, que no habian sido descritos previamente como son:
la variante perro (ciclo terrestre) se descubrieron dos subvariantes, México |
diseminada en todo el territorio mexicano y México |, encontrada en el Centro del
pais y Estado de México. Asi en este mismo ciclo, pero en fauna silvestre se
encontrd un ciclo que circula en zorros y linces (México lll), y dos ciclos en zorrillos
, México IV y V, los cuales estan presentes en el Noroeste y Centro del pais
respectivamente, y que se ha comprobado que afecta a animales y humanos
(Loza-Rubio, 2003; Loza-Rubio et al, 1398b).



2.2 GENERALIDADES DEL VIRUS DE LA RABIA

Es una enfermedad infecto-transmisible, aguda y maortal; provocada por un
virus que pertenece al (Acha y Szyfres, 2001; Loza-Rubio, 1998%);

Orden: Mononegavirales Familia:Rhabdoviridae Género:
Lyssavirus

Actualmente se reconocen siete genotipos (Fraser, 1996; SSA, 1999; Badrane,
2001; Foaks, 2003; Guyatt, 2003; Arai, 2003; Kuzmin, 2003):

e Genotipo 1: Cldsico (cepa CVS). Es el que con mayor frecuencia se ha
aislado del hombre a nivel mundial.

* Genotipo 2: Lagos bat {LB), onginariamente aislado de murciélagos en
Migeria, sin casos humanos.

o Genotipo 3: Mokola (MOK), aislado de roedores en Nigeria, con casos
humanos en Africa.

» Genotipo 4: Duvenhage (DUV), aislado de murciélagos en Zimbabwe, con
un caso humano en Sudéfrica.

* Genotipo §: Lissavirus europeo (EBL-1), aislado de murciélagos, con un
caso humano en Rusia.

s Genotipo 6: Lissavirus europeo 2 (EBL-2), aislado de murciélagos, con un
caso humano en Finlandia.

» Genotipo 7: Lissavirus australiano (ABV), aislado de murciélagos, sin

¢asos humanos.



El virus de la rabia es un virus ARN envuelto, en forma de bala, su tamafic
aproximado es de 75 nm de diametro y 100-300 nm de largo; esta constituido de
ARN (2-3%), proteina (67-74%), lipidos (20-26%) y carbohidratos (3%), como
componentes integrales de su estructura. Tiene dos antigenos principales: uno
interno de naturaleza nucleoproteinica que es grupoespecifico, v el otro de
superficie que es de composicion glucoproteinica y responsable la produccidon de
los anticuerpos neutralizantes. Su membrana externa esta formada por una doble
envoltura fosfolipidica y en su interior presenta el ARN en espiral de polaridad
negativa codificando 5 proteinas estructurales (Jackson y Wunner, 2002; Salyers y
Witt, 2001; Acha y Szyfres, 2001).

Las cinco proteinas estructurales son:

1. La glicoproteina G que se encuentra localizada en la envoltura viral, es la
Unica que sobresale de la membrana viral, es el mas importante antigeno
responsable de la induccidon de anticuerpos virus neutralizantes y de la
estimulacion de los linfocitos T (Lépez et al, 2002, Loza-Rubio, 1998%
Amasino et al, 2002).

2. La proteina matriz M, que se encuentra por la cara intema de la membrana,
y actia como puente de unidn entre la parte de la espiculas de la
glicoproteina que pasa por la membrana y la nucleocapside (Loza-Rubio,
1998a).

3. La nucleocépside N que conjuntamente con el ARN y las proteinas L y NS,
forman un complejo activo que controla tanto la transcripcion como la
replicacion (Loza-Rubio, 1998a).

4. La fosfoproteina también llamada NS que significa no estructural y cuyas
moléculas se combinan con la proteina L para formar la polimerasa viral
{Loza-Rubio, 1998a).

5. La proteina L que es la polimerasa viral {Loza-Rubio, 1998a).
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En este caso, la polaridad negativa del ARN de/ virién indica que el genoma
es incapaz de ser traducidc en proteinas virales por la magquinaria celular.
Consecuentemenie un paso preliminar de transcripcién autdnomo es necesarno
para producir la banda positiva complementaria del ARN mensajero, que sucede
tan pronto come la ribonucleocapside es liberada en el citoplasma. Este paso es
asegurado por una enzima codificada genéticamente, la ARN polimerasa ARN
dependiente (Meslin, 1996).

Dentro de los virus rabicos “clasicos" debe sefalarse la distincion entre el
"virus calle” y el "virus fijo". La denominacion de "virus calle" se refiere al de
reciente aislamiento de animales y que no ha sufrido modificaciones en el
laboratorio. Las cepas de este virus se caracterizan por un periodo muy variabie
de incubacion, que a veces es muy prolongado, y por su capacidad de invadir las
glandulas salivales. En cambio, la denominacion de “virus fijo" se refiere a cepas
adaptadas a animales de laboratorio par pases intracerebrales en serie, que tiene
un periodo de incubacién corto, de solo 4 a 6 dias, y no invaden las glandulas
salivales (Acha y Szyfres, 2001).

El virus es muy sensible al éter, etancl, cloroformo, fenol, formol, formalina,
bicloruro de mercurio, preparados yodados, compuestos cuaternarios de amonio,
dlcalis, acidos, acetona y a los disolventes de las grasas como soluciones de
jabon. Se inactiva a 37°C y es parciamente resistente a la desecacion, a la
congelacion y descongelaciones repetidas, y a todos los aniibidlicos y
quimioterapeuticos de uso en medicina humana y animal. Su viabilidad en el
medio ambiente es baja ya que solo se transmite por contacto directo, pero en
otras condiciones puede que dure un poco mas en el medic ambiente; como es el
caso de una cueva de murcidlagos donde la humedad es elevada y las
concentracicnes del virus son mayores, y aqui su transmision puede ser aerosoles

por via nasal y/o mucosas (Marilla, 1991).



2.2.1 PERIODO DE INCUBACION

El periodo de incubacidn del virus de la rabia es incierto, puede ser de un

corto tiempo de 10 a 20 dias en un cuadro de tipo agudo donde los signos clinicos

son poco evidentes; pero puede extenderse a 6 meses o afios. Los factores que

van a diclar la severidad de esta enfermedad van a ser: dosis del virus inoculado,

ruta y severidad de la exposicion, localizacion, inmunodeficiencia del infectado y

variante del virus (Salyers & Witt, 2001; Amasino et al, 2002).

El periodo de incubacion en los nifos tiende a ser menor que el de los

adultos; debido a que estos pacientes son agredidos con mas severidad y
frecuencia en la cara (Zuckerman et al, 2000).

El siguiente cuadro indica los casos de rabia humana segun periodos de

incubacion en dias entre 1985-1998 en los Estados Unidos Mexicanos, donde
sobresalen los periodos de 31-60 dias (SSA, 1999 y 2001)

DiAS CASOS | PORCENTAJE
<10 5 5
11230 29 31
3160 30 35
61-90 7 7
91-120 4 4
121-150 2 2
151y + 4 4
Se ignora 11 12
TOTAL 92 100%




2.3 PATOGENIA DEL VIRUS DE LA RABIA

Patogenicidad se define como la capacidad potencial de un agente para
producir lesiones especificas o grado con que un agente debilita a su hospedador
(Corey, 1992).

La rabia es transmitida al hombre por contacto, generalmente por
mordeduras o lameduras de animales con capacidad de transmitir el virus, en
dreas de la piel sin continuidad; en herdas ¢ a través de las mucosas intactas
como la conjuntiva ocular. También se han reportado casos de personas que
adquirieron la infeccidn por la inhalacion de particulas virales a manera de aerosol
y en fransplantes de chrmeas en humanos (Corey, 1892; SSA, 1999).

Formas de diseminacion :

ENTRADA Glandulas salivales
{herida contaminada con el virus) (direccion centrifuga)

h— /
|

Axones de los nervios

Organo Linfoide N
i SALIDA
2% Viremia

N

8.N.C (direccién centripeta)



La via de transporte mas usual es a través mordeduras en la piel,
principalmente los dedos y regiones de la cara son las regiones que tienen
potencialmente mas sensibilidad a la infeccion e inervacién; una vez gue se infecta
el tejido subyacente, el virus se replica en el sitio de la herida. Liegando a
terminales nerviosas mas cercanas, comienza un viaje en forma centripeta en el
interior de los nervios periféricos; infectan los ganglios espinales mas proximos
donde es factible que se repliquen nuevamente, e invaden la médula espinal, por
la cual ascienden rapidamente al cerebro por medio de un proceso llamado
septineuritis, donde se vuelven a replicar en los tejidos de la sustancia gris,
distribuyéndose y localizéndose de manera irregular, principalmente en el
hipocampo (astas de Ammon), mesencéfalo, talamo y médula. El dafio a las
neuronas motoras causa lesiones progresivas que producen la parélisis fiacida.
Tras su replicacion este viaja via centrifuga y a través de los axones de los
nervios y células de Schuwan de todos los nervios del cuerpo llegando a la
mayoria de los 6érganos y tejidos periféricos como son la piel, el musculo y ciertos
organos de predileccion como glandulas salivales (SSA, 1999, Corey, 1992).

En las glandulas salivales se han comprobado titulos viricos mas aitos que
en el cerebro y también se han hallado titulo altos en los pulmones; esto indicaria
que el agente puede multiplicarse fuera del SNC. Se ha aislado o detectado virus
en diferentes 6rganos vy tejidos, tales como las glandulas suprarrenales, grasa
parda (glandula interescapular) de los murciélagos, rifiones, vejiga ovarios,
testiculos, glandulas sebaceas, células germinativas de los bulbos pilosos, comea,

papilas de la lengua, pared intestinal y otros (Acha y Szyfres, 2001).

Sin embargo, conviene tener en cuenta que la distribucion del virus no es
uniforme y la frecuencia de la infeccion de diferentes érganos es variable; ademas
que el virus de la rabia no puede infectar a las personas que tienen contacto con
las heces, la sangre, la orina o la piel intacta del individuo infectado (Acha y
Szyfres, 2001; MINSAP, 2002).



Este virus causa una encefalitis y mielitis, las cuales se pueden resumir en
un cuadro de poliencefalomielitis no supurativa difusa vy ganghioneuritis. La
infeccidn rabica directamente al Sistera Nervioso Central, es un ejemplo de baja
infectividad con alta patogenicidad y virulencia; donde la virulencia se define como
el grado de severidad de una reaccién patolégica que un agente es capaz de
producir (SSA, 1999).

2.3.1 DANO HISPATOLOGICO

El virus de la rabia se replica por brote de las membranas celulares
del huésped y la nucleocdpside viral se desarmrolla del citoplasma. Las particulas
viales se pueden formar en la superficie celular pero o mas comun es que broten
de las membranas intracitoplasméticas. Las particulas libres infectan células
nuevas o adyacentes por fusidn de su envoltura con la membrana celular del
huésped permitiendo la entrada directa del malerial genético del virus (SSA,
1999).

La lesion en el cerebro se presenta como una destruccion de las neuronas;
los cambios histopatoldgicos consisten en degeneracion y necrosis neuronal, con
desmielinizacidn de los cilindroejes de la sustancia blanca e infiltracion de células
mononucleares como linfocitos, polimorfonucleares y eritrocitos, y hay una
hiperemia perivascular. Un hallazgo frecuente de lesion histopatologica por rabia
lo constituyen los llamados cuerpos de Negri, que son inclusiones
intracitopldsmicas en las células nerviosas, de aproximadamente 2 a 10 mm de
diametro, de forma redonda u oval, acidéfilos y que se observan con mayor
abundancia en hipocampo (Astas de Ammon), en los ganglios basales y medula
espinal. Dichos corpusculos corresponden a conglomerados de gran cantidad de
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proteinas del virus rabico. Estos cambios histolégicos también se relacionan con la
duracion de la enfermedad ya que cuando la muerte se presenta rapidamente,

suelen ser minimos (Lépez et al, 2002; SSA, 1999).

2.3.2 RESPUESTA INMUNOLOGICA

En la antigua Roma se les llamaban inmunes a todas aguellas personas
que estaban exentas del pago de contribuciones; pero actualmente definimos a la
“inmunidad” como el estado de resistencia asociado con la pressncia de
anticuerpos que ejercen una accion determinada sobre microorganismos,
relacionados con alguna enfermedad especifica 0 sobre sus toxinas (Buckley,
1998).

La “respuesta inmune” se define como el conjunto de mecanismos de
defensa eficaces, contra uno o muchos agentes infecciosos de diferentes formas,
tamarios, composiciones y caracteres agresivos que existen. La proteccion del
cuerpo contra un microorganismo (virus, bacterias, hongos, etc), proviene de un
complejo sistema de mecanismos que se superponen e interrelacionan de modo
que puedan en conjunto destruir o controlar a casi cualquier invasor (Buckley,
1998; Tizard, 2000).

Los mecanismos de defensa se clasifican en dos tipos:
1} La inmumidad innata

2) La inmunidad especifica.
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La inmunidad innata, se divide en:

a) Defensas fisicas v quimicas.

Los mecanismos fisicos consisten en el proceso cicatrizacién
rapida en la piel, de auto limpieza, como la tos, el estomudo v el flujo
de moco en las vias respiratorias, el vomito y diarreas en el tubo
digestivo, la presencia de la flora normal en los epitelios, etc
(Pastoret, 1998, Tizard, 2000).

Los mecanismos quimicos aclian por medio de enzimas que
digieren las paredes celulares y proteinas unidas a carbohidratos que
cubren a de los microorganismos. También las particulas invasoras y
restos de células infectadas son destruidos por medio de productos
toxicos como los iones de haluros (Cl, Br, I) (Pastoret, 1998; Tizard,
2000).

b) Factores moleculares, como son el interferén (INF), el sistema

complemento, la proteina C reactiva, etc.

Los INF tipo | son una familia de cinco glucoproteinas afines
secretadas por células infectadas por virus. Inhiben la multiplicacion
de los virus al interferir en la sintesis del RNA y las proteinas virales.
También, las células infectadas y dafiadas por un virus sintetizan IFN
y lo secretan al liquido extracelular, donde se fija a receptores
especificos sobre células vecinas no infectadas creando un corddn
de células no infectables alrededor del sitio de la infeccion viral, lo

que restringe su diseminacion; y actua como factor activador de

B2
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macréfagos y modulador de tos linfocitos NK (Tizard, 2000; Anderem

& Underhill, 1999, Jackson & Wunner, 2002, Mackay & Fred, 2001).
El sistema complemento es un sistema bioquimico complejo de

muliiples componentes que une de manera covalente proteinas

especificas a la superficie microbiana para destruirla (Tizard, 2000).

La proteina C reacliva es un polimero que se une a una molécula
presente en todas las membranas celulares (fosfatidilcolina) como
los linfocitos activados, los neutrdfilos para estimular la fagoditosis,
los tejidos dafiados activando al sistema complemento vy a los
microorganismos invasores para acelerar su destruccion (Tizard,
2000).

¢) Mecanismos_celulares, se concentran en la inflamacién causada por

cambios locales con incremento de flujo sanguineo y la acumulacién
local de neutrofilos, monocitos, células NK, etc; capaces de atacar y
destruir a los invasores. (Pastoret, 1998).

En la médula b6sea existe la denominada célula madre
pluripotente, de la cual se van a derivar la célula madre mieloide y la
célula madre linfuide. De la célula madre mieloide surgen los
eritrocitos, fas plaquetas, los monocitos, los neutrdfilos, los
eosindfilos y los basdfilos. De la célula madre linfoide se forman los
linfocitos B, los linfocitos T y las células NK (Tizard, 2000).

Compeonentes del sistema del complemento y los anticuerpos
preparan al invasor para ser fagocitado por los neutréfilos, por medio
de cuatro etapas definidas como quimiotaxis, adhesion, ingestion y
digestion. Asi los neutrdfilos atacan y destruyen microorganismos
invasores, y en determinadas circunstancias pueden activarse bajo la
influencia del interferén. (Pastoret, 1888 Tizard, 2000).
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En la médula 6sea se derivan células llamadas monoblastos que
se transforman en promonocitos y estos a su vez en monocitos que
entran en la corriente sanguinea y circulan durante unos tres dias
antes de ingresar en los tejidos y transformarse en macréfagos
maduros en los tejidos. Los macrofagos sintetizan y secretan
moléculas que amplifican la respuesta inmunitaria especifica como
enzimas e interleucinas (IL), controlan la inflamacién, contribuyen
directamente a la reparacién del dario tisular mediante la eliminacion
de tejido muerto o en proceso de morir y tejido dafiado. Los
macrofagos maduros que se encuentran en el tejido conectivo
reciben el nombre de histiocitos; como los presentes en el cerebro
que se denominan microglia, que son células que tienen nucleos en
forma de bastén y apéndices citoplasméticos muy largos, las cuales
desaparecen cuando la célula es estimulada y activada en caso de
lesiones titulares (Pastoret, 1998; Anderem & Underhill, 1999;
Jackson & Wunner, 2002).

Cuando hay infeccién, los macrofagos al tener contacto con los
microorganismos liberan IL-1 en la circulacién y llega hasta el
cerebro produciendo fiebre, letargo, malestar, falta de apetito y en las
células musculares moviliza aminoacidos para sintetizar anticuerpos
en el higado (Tizard, 2000).

Sin embargo, estos macrofagos aparte de fagocitar y destruir a
las células infectadas procesan pequenos fragmentos antigénicos, y
los colocan sobre la superficie de la célula huésped y si hay reaccion
contra ese antigeno una subpoblacién de linfocitos T, denominadas
células T de ayuda o cooperadoras “Th” (helper) principalmente Th1
y Th2, reconoceran al antigeno y se fijard a las denominadas

moléculas del “complejo mayor de histocompatibilidad” (CMH) clase

24



Il ubicadas sobre la superficie de los macréfagos, y produciran
diversos factores solubles denominados citocinas. Como algunas
citocinas de las células T que ayudan a las células B a elaborar
anticuerpos u ofras citocinas como el interferdn (¢lFN} que aciua
como factor activador de macréfagos (Pastoret, 1998; Anderemn &
Underhill, 1999, Jackson & Wunner, 2002).

Las células asesinas naturales *NK” (Natural Killer) son linfocitos
que producen IL-2 e INF-y. Y su tarea es destruir a las celulas
ifectadas por activacion de enzimas proteoliticas que ven
directamente al DNA de las células para producir “apoptosis” (muerte
celular programada), y asi eliminar los antigenos endobgenos que se
produjeron en alla en el caso de infecciones virales (Tizard, 2000,
Anderem & Underhill, 1999; Jackson & Wunner, 2002; Desmézieres
at al, 1999).

En casos de rabia humana, los laboratorios reportan perfiles
hematicos de leucocitosis con pleomorfisme de hasta 10,000 a
30,000 por mm3 y un 6-8% de monocitos atipicos; sobre todo en las
primeras 24 hrs. después de la agresion. Esto representa la
respuesta del huésped tratando de destruir a las células infectadas
por el virus antes de que este comience a replicarse. En este caso,
los linfocitos NK son células que tienen un espectro limitado que
puede amplificar administrando suero hiperinmune contra la rabia
infiltrado alrededor de la(s) lesidn{es). En consecuencia, los
anticuerpos acercardn a las células NK a las células blanco, y la
células NK activadas por las moléculas del anticuerpo podra destruir
a la células infectadas mediante sus mecanismos exiracelulares,

conjuntamente con los macréfagos y el CMH tipo 1l (Smith, 1996,



Zuckerman, 2000; Anderem & Underhill, 1999; Jackson & Wunner,
2002; SSA, 1999).

La apoptosis contra la infeccibn rébica; aumenta la
despolimerizacion de los filamentos de actina, provocando que se
disminuya el fransporie de virus en las células neuronales. Sin
embargo, la excesiva replicacién del virus de la rabia en la mayoria
de los casos no puede ser detenida por este mecanismo de defensa
{Hemachudha, 2002).

Cuando los mecanismos descritos anteriormente no constituyen [a solucién
definitiva para defender al cuerpo; comienza una reaccion de tipo adaptativa,
donde el organismo adquiere inmunidad especifica contra un invasor, donde se
reconoce, destruye a los invasores extrafios y retiene el recuerdo del encuentro
(Pastoret, 1998; Tizard, 2000).

La inmunidad especifica se divide en (Tizard, 2000):

1} Reaccion inmunitaria mediada por anticuerpos o inmunoreaccin

humoral conferida por los linfocitos B.

2} Reaccion inmunitaria mediada por células o inmunoreaccién celular

clada por los linfocitos T.

La medula dsea es la fuente mas importante de linfocitos (Tizard, 2000).
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En la médula d6sea se forman los linfocitos B inmaduros capaces de
sintetizar 1g’s (inmunoglobulinas). En la médula ¢sea y placas de Peyer se
diferencian a linfocitos B maduros que presentan en su superficie a las Ig’s;
después en los centros germinales de los ganglios linfaticos se proliferan  al ser
estimulados por antigenos y sufren una mutacién somatica para formar un gran
clon de células plasmaticas capaces de elaborar el tipo de anticuerpo para el que
fue programado el linfocito original, lo cual aumsenta su capacidad de responder a
los antigenos. Asi, los linfocitos B son los encargados de la respuesta humoral
(Pastoret, 1998; Tizard, 2000).

Los linfocitos T se diferencian en el timo y después abandonan el timo para
acumularse en la paracorteza de los ganglios linféticos, las vainas linfoides
penarteriales del bazo y las regionss interfoliculares de las placas de Peyer.

Los linfocitos T son los encargados de la respuesta celular, son células
aspecializadas que operan contra aquellas células que tienen un antigeno en su
superficie. Por medio de receptores especificos reconocen al antigeno y a un
marcador celular perteneciente a las moléculas del CMH ubicadas en la superficie
de macréfagos denominados “células profesionales presentadoras de antigenc”
(PA). Las proteinas CD4 se asocian unicamente & |os linfocitos T de ayuda “Th"
(helper) que actdan como receptores para moléculas del CMH clase Il y las
proteinas CD8 solo se encuentran en linfocitos T ciloléxicos, que matan células
anormales; por lo tanto CD8 es un receptor para las moléculas del CMH clase 1.

El desamolio de la respuesta inmune especifica primaria conira los agentes
pat6gencs requiere que las células PA se encuentren en el sitio de infeccion. Las
células PA se encuentran Jocalizadas en lugares estratégicos del cuerpo; como
por ejemplo en el caso del SNC se encuentran en meninges, en el liquido cerebro
espinal y en el plexo coronoide (Fissher and Bielinsky, 1999; Fisher et. al. 2000,
Pashenkov et. al. 2001) y son células que pueden migrar del SNC a los vasos

sanguineos y viceversa. Las PA juegan un papel central en la respuesta inmune
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en las vacunaciones. La presentacion de antigenos también ha sido descrita en

las llamadas “células presentadoras de antigenos no profesionales”, como son los

neutréfilos, células endoteliales, fibroblastos, células NK e incluso las células
musculares (Mackay & Fred, 2001; Tizard, 2000; Pastoret, 1998; Jackson &
Wunner, 2002, Foged et. al., 2002).

Por lo tanto, la presentacion de antigenos virales se puede describir de la

siguiente manera (Pastoret, 1998; Tizard, 2000):

1)

2)

3)

4)

5)

Un virus invade una célula y toma el control de sus procesos biosintéticos, se
forman antigenos endégenos que son proteinas virales producidas dentro de
la céiula infectada,

Quimiotaxis y fagocitosis del antigeno por el neutréfilo y/o el macréfago,

Fragmentacion del antigeno,

Adhesion de los pedazos antigénicos o “epitopes” a las moléculas CMH clase |
o clase Il y las partes antigénicas son presentadas en la superficie de la célula
PA; y asi los linfocitos T especificos pueden reconocer al antigeno
correspondiente, donde los antigenos ligados a las moléculas CMH clase | son
presentados a los linfocitos T citotoxicas CD8 y los antigenos ligados a las
moléculas CMH clase Il son presentados a los linfocitos T de ayuda CD4 (Th1
y Th2).

Los linfocitos Th1 estimulan la respuesta inmune celular y la produccion IgG e
IgM. Los linfocitos Th1 estimulan las inmunoreacciones mediadas por células
encaminadas a proteger el organismo contra los invasores intracelulares,

como en este caso los virus.
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Por lo tanto la concentracion de las Ig's frente a un virus se comportara de la
siguiente manera:

IgM

Tipo de Respuesta

Primaria Secundaria

Los linfocitos Th2 son los que reaimente estimulan a los linfocitos B para la
produccion de grandes cantidades de IgG, IgG3, IgM, IgA e IgE. Pero los Th2
estimulan inmunoreacciones mediadas por anticuerpos destinadas a dar

proteccion contra invasores extracelulares (Pastoret, 1998; Tizard, 2000)

En los seres humanos hay 5 clases de Ig's: IgM, IgA, IgE, IgD vy las
subclases de las igG. La IgG es la que se encuentra con mayor abundancia en la
mayoria de los liquidos corporales internos, debido a que se difunde con mayor
facilidad que las demas Ig’s hacia los espacios extravaculares y por esta razon es
la gue carga con la mayor responsabilidad en la neutralizacién (Desmézieres et al,
1999; Anderem & Underhill, 1999).

La proteccién contra enfermedades virales son mediadas primeramente por
los anticuerpos neutralizantes ylo linfocitos T CD4 y linfocitos T CD8. La
proporcién entre células CD4 y CD8 se utiliza para estimar la actividad linfocitica
en situaciones clinicas. Un recuento elevado de CD4 significa que la reactividad

linfocitica se ha incrementado a causa del predominio de linfocitos auxiliares,
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mientras que el recuento alto de CD8 implica una depresidén de la reactividad
linfocitica; o sea, que el descenso del nivel de infeccién viral coincide con el
ascenso de la actividad de los IFN vy los linfocitos T CD8. Pero |a infeccion persiste
cuando el agente invasor evade o sobrepasa en numero a los elementos de
respuesta inmune, como la evasién que lleva a cabo el virus de la rabia lo cual no
genera una inmunidad Util por que los virus se encuentran dentro de las neuronas
protegidos del sistema inmunitario por la barrera hematoencefélica y precisamente
en sitios desprovistos de drenaje linfatico; por ésta razon las células linféticas no
entran en contacto hasta tiempo después de iniciada la enfermedad. La deteccion
de anticuerpos protectores o neutralizantes se inicia hasta los 7 6 10 dias de la
presentacion de los sintomas y es cuando el enfermo evoluciona a la muerte
rapidamente (Anderem & Underhill, 1999; Tizard, 2000; Jackson & Wunner, 2002;
Desmeézieres et al, 1999, SSA, 1999, Mackay & Fred, 2001).

En ratones inyectados con el virus cepa CVS de la rabia, muestran una
progresiva infeccién que va de fa médula espinal al cerebro acompaiilado con la
produccion de citocinas inflamatorias como las interleucinas (IL-1, IL-8) y IFNo; y
estas atraen a los linfocitos que migran a través de la barrera hematoencefalica;
sin embargo la potencia migratoria de los linfocitos es cuestionable e ineficiente
{Marquette et al., 1996; Camelo et. al., 2000). Asi que, encefalitis fatales inducidas
por virus altamente patégenos de cepa CVS o por virus de “calle” de ia rabia, son
acompafiadas por una inmunodepresion caracterizada por la deficiente respuesta
linfocitica y una marcada pérdida de inmunidad celular (Wikfor et. al, 1977)
{Jackson Wunner, 2002),

Estudios han demostrado que los linfocitos T juegan un rol importante
contra el virus de la rabia, ya gue ratones inmunodeprimidos o sea deficientes de
linfocitos T no eran capaces de presentar un buen nivel de anticuerpos al aplicarle
la vacuna contra rabia en comparacibn a los ratones no inmunodeprimidos
(Tumer, 1976; Mifune et. al., 1981) (Jackson & Wunner, 2002).
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Sin embargo, en 1994, se descubrié que la inmunidad celular puede
acelerar el cursc de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, pacientes con
una inmunidad celular normal y con altas concentraciones de L (IL-2, IL-6),
morian rapidamente los pacientes gue desarrollaban la enfermedad de tipo
encefélica; pero los pacientes que desarrollaban la enfermedad de tipo paralitica

sobrevivian por mas tiempo (Hemachudha, 1994).

La “inmunogenicidad” se define como |a estimulacién de los mecanismos de
defensa del organismo mediante la introduccion del agente infeccioso ya sea
muerto, atenuado o porciones de él con el fin de inducir una respuesta protectora
especifica por parte del huésped. Una vez que las células T y B han sido
estimuladas por uno o varios antigenos del agente infeccioso, producen células
que van a ser especialmente sensibles a contactos posteriores con el © los
antigeno(s) denominadas “células de memoria. Las células B de memoria pueden
procesar antigenos directamente y generar una respuesta anamnésica répida o de
refuerzo; que puede ser a vecss a largo plazo; por ejemplo, en un estudio donde
80 personas vacunadas con vacunas de cultivo celular y sin refuerzo desde hace 2
- 14 afios demostraron tener una inmunidad humoral y celular contra el virus de la
rabia arriba o igual a 0.5 Uifml (Anderem & Underhill, 1999; Buckley, 1998;
Pastoret, 1998, Thraenhart et al, 1994).

La inmunizacion pre-exposicién seguido por la exposicion al virus de calle
de la rabia en estudios realizados en animales, reduce en un 96% la mortalidad.
La respuesta humoral contra la rabia favorece la proteccidn y promueve la citolisis
(Zuckerman et al, 2000).

Cuando se aplica una vacuna de rabia de primera y segunda generacion,
en la periferia del sitio de fa inyaccion se activan los linfocitos; los individuos
vacunados con inmunégenos inactivados presentan una alta produccion de
anticuerpos y linfocitos T CD4; sin embarge no generan linfocitos T CD8. En
contraste con las vacunas de “DNA desnudo” que induce una respuesta inmune
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completa, evitando el grado de patogenicidad que producen las vacunas
inactivadas (Desmézieres et al, 1996; Jackson & Wunner, 2002).

Pero también hay que tomar en cuenta que la respuesta humoral y celular
frente a las vacunaciones pre-exposicion ylo el desenlace de la infeccion rabica
frente a la vacunacion post-exposician estan influenciadas por multiples factores
que se dividen en (Van Loveren et al, 2001):

= Faclores exirinsecos: la virulencia del invasor, cantidad de agentes
virales inoculados, tiempo que ha transcurrido después de la
agresion, tipo de tratamiento primario, tipo de vacuna y el
procedimiento que se uso al aplicaria.

=  Faciores intrinsecos: difiere entre los individuos como edad, sexo,

genética, tipo de trabajo que desempenia en el Centro de alto riesgo,
que tenga alguna inmunodepresién, que el individuo fume, que tome
algin medicamento como corticostercides, el estrés psicoldgico,
desnutricion, etc.

En general, los estudios epidemioidgicos deben considerar estos factores al
momento de obtener titulos de anticuerpos de cada individuo. En gatos, todos
estos factores, son significalivos; mientras que en perros el factor sexo no
presenta efectos significativos con respecto a la seroconversion. (Van Loveren et
al, 2001; Mansfield, 2004).

La funcién inmune declina con |a edad. Las personas de edad avanzada
tienden a aumentar su porcentaje de morbilidad y mortalidad frente a las
infecciones y su respuesta a la vacunacion declina. La razén es compleja, pero es
un hecho que se reduce la eficiencia adaptativa del sistema inmune. La funcion del
timo declina provocando alteraciones en el fenolipo y en las funciones efectoras

de las células T; y se reduce |la habilidad de las células B para producir



anticuerpos. Sin embargo, lo que se llama inmunidad innata es preservada e
incluso aumentada durante el proceso de envejecimiento, por ejemplo, la funcidn
de los macrofagos no se ve alterada. Estudios realizados en perros vacunados
contra rabia mayores de 12 afios, se presentd una respuesta menor en la
proliferacion de los linfocitos en comparacion con perros jovenes, observandose
que los linfocitos T CD4 se encontraban en muy bajo porcentaje y que los
linfocitos T CD8 en un alto porcentaje (Lord et al, 2001; Lesourd & Mazari, 1999;
HogenEsch, 2004).

En el 2001, se publicd el siguiente cuadro, el cual es un resumen de
estudios realizados por Ceddia et al, en 1982 y Mastroeni et al, en 1994, donde
comparan la seroconversion de la vacuna de rabia a diferentes edades en
humanos (Leder et al, 2001):

Edad Vacuna Tiempo post- | Seroconversi
administrada vacunacioén 6n
{ Uml)

< 20 afos Vacunas de cultivo 18 dias 28.65
celular, post- 30 dias 7.4

exposicién 90 dias 13.6

< 40 afios Vacunas de cultivo 18 dias 24.02
celular, post- 30 dias 7.7

exposicion 90 dias 13.7

> 40 arfios Vacunas de cultivo 18 dias 19.51
celular, post- 30 dias 5.1
exposicion 90 dias 10

Por esta razén, muchos autores sugieren que a la gente de edad avanzada
se le administren hasta una dosis mas en el esquema de vacunacion contra la
rabia, sin embargo esto aun no ha sido recomendado por CDC o la OMS (Leder et
al, 2001).
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Por otro lado, el estrés provoca que la modulacion del sistema inmune se
vea afectada frente a la vacunacion; retrasando la inflamacion y la eficiencia de
las células T. Los linfocitos reducen su secrecion de IFN; disminuyendo la
eficiencia de las PA (Yang & Glaser; 2002, Kehrli et al, 1999).

Con respecto a la serooonversion por sexo en 1998,  Briggs v
colaboradores compararon dos vacunas de cultivo celular, y resultd que las
mujeres presentaban una concentracion de anticuerpos contra rabig 1.3 veces
mayor & la seroconversion presentada por los hombres. En el mismo estudio
realizado en Cuba en el 2003, se demostré que de 22 mujeres vacunadas solo
una (4.54%) no seroconvirtio y de 17 hombres vacunados tres (17.65%) no
seroconvirtieron. (Ribas et al, 2003, Briggs et al, 1999).

En Cuba en el 2003, se realizd un perfil seroldgico de 26 muestras de
individuos previamente vacunados, resultando que el 82% sercconvirtieron y el 8%
fueron negativos. De los 26 trabajadores considerados de alto riesgo por laborar
en contacto directo con el virus, dos (7.69%) resultaron negativos y los 24
restantes (92.31%) resultaron positivos. De los trabajadores que laboraban en
area de mantenimiento, 2 (15.38%) resultaron negativos en el estudio
Observandose que una ssroconversibn contra rabia mayor en el grupo de
personas que labaora en exposicion directa al virus. La explicacién de estos
resultados, se debe a que la variable “tipo de trabajo desempefiado” es un factor
intrinseco que se suma a los demas factores intrinsecos y extrinsecos,
provocando respuestas diferertes a las vacunaciones y/o a la exposicion del virus
de la rebia. (Ribas et al, 2003).
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El anélisis del comportamiento de los anticuerpos en cuanto al nimero de
veces de aplicada la vacuna, se dividieron las muestras en 3 grupos: el primer
grupo estaba compuesto por personas vacunadas una sola vez en su vida, el
segundo grupo por los que fueron reinmunizados de 2 a 10 veces y el tercer
grupos por los vacunados mas de 10 veces; y se observé que el grupo que
presentd menores anticuerpos fueron las personas vacunadas una sola vez y
mayor a aquellos gue habian reactivado la vacuna en muiltiples ocasiones (Ribas
et al, 2003). Estos resuitados también se han observado en perros donde los
perros viejos con mayor cantidad de vacunaciones presentan titulos mayores con
respecto a los perros jovenes los cuales han tenido menos vacunaciones. En
Japdn, se estudié la respuesta humoral en perros de un mes sin vacunacion, se
inmunizaron por primera vez contra rabia, al mes presentaron una seroconversion
de 1.0 a 2.0 Ul/ml. Al afio siguiente sus niveles de anticuerpos decrecieron hasta
llegar a 0.2-1.5 Ul/ml.; asi que se revacunaron inmediatamente, y a la semana
se incrementaron sus titulos de anticuerpos hasta de 12 a 47 Ul/ml (HogenEsch et
al, 2004, Shimazaki et al, 2003).
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2.4 SIGNOLOGIA CLINICA DE LA RABIA EN HUMANOS

La enfermedad comienza a parlir del momento en que el vector del virus
rébico inocula por mordida a hospederos susceptibles {(en este caso es e hombre)
¥ los mecanismos de defensa inespecificos no son capaces de interceptar y anular
al virus; es aqui donde los signos comienzan con hormigueo, dolor, imitacion ylo
parestesia en la region de Ia herida, El periodo “prodromico” que puede durar de 2
hasta 10 dias, presenta diversos sintomas y signos no especificos, como son:
malestar general, nauseas, dolor de garganta, tos, vémito, diarmea, sensacion de
angustia, cefalalgia, ligera elevacion de la temperatura corporal, retencién urinaria,
hiperimitabilidad, libido excasivo, decaimiento o agitacién, anorexia, insomnio,
alucinaciones y alteraciones sensoriales imprecisas, & menudo relacionadas con el
lugar de la mordedura. El paciente puede estar perturbado por una ansiedad mal
definida, la cual no responde a los tranquilizantes (Corey, 1992; Amasino et al,
2002, Loza-Rubio, 1998 Zuckerman et al, 2000).

Seguido del periodo prodromico, se inician uno de los dos modelos
clinicos clasicos:

a  Tipo “furioso” o "encefalico” que se caracteriza por hiperexcitabilidad,
hiperactividad, miedo, con periodos de atencidn coros, hidrofobia,
aerofobia, espasmos en musculos del cuello y abdomen, seguido de
la flexion del cuello o raramente la extensién de ésle. En la fase de
excitacion, hay hiperestesia y una exirema sensibilidad a la luz y al
sonido, dilatacion y confraccion de las pupilas (Hemachudha et al,
2002; Zuckerman et al, 2000).
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= Tipo “mudo” o "paralitico” que se caracteriza por una pardlisis de tipo
ascendente, observandose debilidad en el paciente. La excitacion es
menos evidente en la rabia paralitica, y los espasmos fobicos
aparecen en sblo el 50% de esos pacientes. Durante las etapas
tempranas de la rabia paralitica, entre los signos mas notables se
incluyen el mioadema en los sitios de percusion, generalments en la
regién del pecho, muisculo deltoides y muslo, y la pilcereccion
{Hemachudha et al, 2002; Zuckerman).

En ambos casos, a medida que la enfermedad progresa hay espasmos en
los musculos de la deglucidn y la bebida es rechazada violentamente por
contracciones musculares. Esta disfuncidn de la deglucion se observa en la
mayoria de los enfermos, muchos de los cuales experimentan contracciones
espasmédicas laringofaringeas a la simple vista de un liquido y se abstiensn de
deglutir su propia saliva. También pueden observarse sofocacion y espasmos de
los misculos respiratorios y convulsiones generalizadas. La fase de excitacion
puede ser predominante hasta la muerte o sustituida por una fase de parélisis
generalizada. En otros casos, la fase de excilacion es muy corta, y en casi todo el
curso predomina la sintomatologia paralitica. Las complicaciones neurologicas
reportadas incluyen el aumento de la presidn intracraneana, que puede Qcurrir
durante una fase de coma; donde existe un compromiso hipotaldmico con
produccidbn y secrecidn inadecuada de hormona antidiuretica produciendo
temporalente un cuadro de diabetes insipida, disfunciones auténomas con
hipertension, hipotensidn, arritmias cardiacas e hipotermia también pueden
observarse. Al término ds la enfermedad se observa una paralisis progresiva con
sudoracion, convulsiones, opistétonos, sialorrea y muerte por asfixia y/o paro
respiratorio (Amasino et al, 2002; Acha y Szyfres, 2001, Zuckerman et al, 2000).

Se reporta que la rabia también se puede desarroliar con signos diferentes

o no clasicos, como son pérdida de la sensibilidad en el area afectada, ataxia,
vértigo, desarrollo del Sindrome de Hormer, agitacién durante la noche y calma
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durante el dia, eyaculaciones esponténeéas, debilidad en ambos brazos, sin
espasmos fobicos o sin excitabilidad. Se cree, que esto se debe a el tipo de
transmisor de la rabia, si es un perro se desarrollan los signos clésicos, pero si es
un murciélago hematofago los signos son diferentes. Por estas razones el
establecer un diagnéstico clinico definitivo de la rabia en humanos requiere de
signos encefalicos, para sospechar en primera instancia de esta afeccidn
{Hemachudha et al, 2002; Pleasure et al, 2000; Alloworth et al, 1996; Fraser et al,
19986).

A continuacion se describe un caso que se presentd en California en el
2002: un paciente de 28 arios acudi6 al servicio de urgencias al un centro médico,
con sintomas que incluian cefalea, dolor mandibular, fotofobia, agitacidn, mareo,
obnibulacidén, ndusea y vomito. Recibié tratamiento de hidratacion, se Ie
administraron analgésicos y fue dado de alta. Al dia siguiente, el paciente regreso
al servicio de urgencias con aumento de la cefalea, dolor, agitacion, parestesias
en la cabeza y en las piemas, ndusea y vomito. Posteriormente fue hospitalizado y
se le tomé6 una tomografia computarizada que no revelé nada significativo, aparte
de una sinusitis etrnoidal derecha. A los 8 dias se sospech¢ el diagndstico de
rabia, por lo que se obtuvieron muestras de suerc y saliva, impresiones comeales
y una biopsia nucal de las cuales no fue posible detectar el anticuerpo especifico
contra el virus de la rabia en el suero y la prueba directa de anticuerpos
fluorescentes en las impresiones coméales resultd no concluyente (MINSAP,
2002).

A los 10 dias se tomaron muestras adicionales de suero e impresiones comeales
que resultaron positivas para el antigeno especifico del virus de la rabia mediante
la prueba directa de anticuerpos fluorescentes. La muestra de saliva resultd
positiva para ARN det virus de la rabia mediante la prueba de reaccién en cadena
de la polimerasa por transcripcion reversa. Los andlisis de laboratorio de las
muestras de suero, indicaron una hiponatremia de 131 mEg/L (normal: 136—145
mEg/L), valores de 4cido uUrico de 1.5 mg/dL {normal: 2.5--8.0 mg/dL), creatin-
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fosfoquinasa de 236 unidades/ml (normal; 25-90 unidades/ml) y leucocitosis de
11,800/l (normal: 3,700-8,400/ul). El paciente continud deteriorandose, con
sintomas de una encefalopatia rapidamente progresiva, con fiebre, lenguaje
incoherente, agitacién progresiva y salivacidn abundante; en poco tiempo entro en
coma, fue puesto bajo ventilacion asistida, la cual fue retirada cuando fallecié 13
dias después, de haber asistido por primera vez a consulta. A través de un analisis
de secuenciacidn genética, se identificd el virus como una variante asociada con el
murciélago mexicano de cola libre (MINSAP, 2002).

El Departamento de Salud investigd la residencia del paciente y encontrd una
colonia de murciélagos en el desvan. En este caso el paciente no mostro la
axposicion a fravés de la mordedura de un animal; pero la proximidad de una
colonia de murciélagos sugiere que la mas probable fuente de exposicion al virus
fue una mordedura no identificada. Se plantea que el paciente no solo enfermo
gravemente por la exposicién a un murciélago, es mas probable que debido a la
presencia de una colonia de murciélagos en la vivienda y varias exposiciones,
hayan sido las causantes de la infeccidn; debido a que los murciélagos tienen
dientes pequefios y su mordedura puede pasar desapercibida.

Las situaciones en las que se sospecha de exposiciones inadvertidas, incluyen
despertar y encontrar un murciélago en la habitacién, encontrar un murciélago en
la habitacién de un nifia que no estaba siendo vigilado, o ver un murciélago en la

cercania de una persona con alteraciones mentales o intoxicada (MINSAP, 2002).
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2.5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA RABIA EN HUMANOS

La sintomatologia dinica de la rabia es compieja y comunmente causas
confusién al diagnosticaria ylo diferenciarla de otras enfermedades. El diagnéstico
diferencial se realiza con enfermedades caracterizadas por encefalitis eguda y
parélisis progresiva como las siguientes (Zuckerman et al, 2000; Kumate, 1893;
OMS-0PS§,2002; Hemachudha et al, 2002; Trigo, 1998):

a) Meningitis aséptica. Enfermedad caractenizada por una iniciacion brusca
de fiebre, dolor de cabeza y rigidez del cuello y es causada por diversos

agenies :

Virus primariamente neuroltrdpicos: arbovirus,  poliomielitis,
coriomeningitis linfocitica y encefalitis transmitidas por antrdpodos.
Virus no primariamente neurctrdpicos. enterovirus, parotiditis,
herpes simple, herpes zooster, mononucleosis infecciosa,
hepatitis infecciosa, varicela y sarampidn.

Espiroquetas { Treponema palfidum y leptospiras)

Meningitis bacterianas mal tratadas

Micaplasmas o clamidias

D} Tétanos y botulismo: Afecciones neurcparaliticas debidas a

intoxicaciones con neurotoxinas protéicas producidas por las baclerias

anaercbias Clostridium tetani y Bacillus botufinum, respectivamente. Los

5ignos que se presentan con tétanos son confracciones musculares

espasmddicos y generalizados, disnea, sudoracién copiosa e

hipertermia; y con botulismo se presenta una parélisis flaccida
caracterizada por debilidad muscular y confusion de los planos visuales,
pérdida del reflejo a la luz, dificultad al deglutir, debilidad, pérdida de
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c)

d)

e)

coordinacién de los musculos faringeos, pérdida de control de los

esfinteres y de los musculos voluntarios.

Sindrome de Guitfain-Barré. Conjunto de sindromes paraliticos donde
el sistema inmunologico ataca a parte del sistema nervioso periférico,
generalmente inicia con distintos grados de debilidad y/o sensaciones de
cosquilleo; y después se adopta el curso clasico de parélisis flaccida,
simétrica con pérdida de refiejos y con transiomos sensoriales. Su
prongstico es mucho mas serio cuando se relaciona a la vacunacion
anlirrabica que con otras eticlogias que hasta la actualidad son dificiles
de definir.

Leucoencefalitis. Enfermedad donde predomina la desmielinizacion. Son
procesos postinfecciosos causados por mecanismos de imunidad
retardada, la mayoria se da en niflos en etapa postvacunal (rubeola,
sarampion, viruela),

Virus del Oeste del Nilo. Enfermedad causada por un virus RNA de la
familia Flaviviridae, que forma un grupo de sindromes patoldgicos
caracterizados por trastomos que pueden sor subclinicos, ligeros,
similares a una fiebre, como meningoencefalitis. Se transmite a través
de la picadura del mosquito especie Culex spp, afecia principalmente a
aves silvestres como los cuervos y algunas aves comerciales. De forma
incidental afecta a los equinos y los humanos, siendo las
manifestaciones clinicas mas severas principaimente en adultos
mayoras de 50 afios.
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f)

9)

Enfermedades Fridnicas.. Erfermedad de Creutzfeldt-Jakob, es la
encefalopatia espongiforme que se presenta con la llegada al cerebro de
una proteina anomala que provenga del exterior, convirtiendo las
proteinas sanas (PrP) de la membrana de las neuronas en PrP
anomalas. Presentandose el cuadro de demencia aguda no senil, ataxia,

convulsiones, alucinaciones y pérdida de vision.

intoxicaciones  alimentarias. Principaiments alimentos vegetales o©
animales contaminados por elementos como el plomo, residuos
plagicidas como los organociorados y varios pirefroides sintéticos,
micotoxinas que contaminan al alimento, mercurio en alimentos marinos
en forma de metilmercurio, eic.

h) Reacciones a drogas y/o venenocs.

i)

Enfermedades Psicolégicas: Histeria o psicosis.

42



2.6 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA RABIA EN HUMANOS

Es una de las tareas de mayor responsabilidad para el médico veterinario,
ya que la veracidad y rapidez del dictamen, depende la mayoria de veces,
la vida de un ser humano (Valero, 1993).

2.6.1 DIAGNOSTICO ANTEMORTEM

También llamado “diagnéstico intra vitam” de la rabia en seres humanos
(Acha y Szyfres, 2001).

a) Deteccion de antigenos a partir de impresiones o biopsias.

E! antigeno virico puede detectarse mediante: la técnica de anticuerpos
fluorescentes (AF) en impresiones corneales o biopsias de piel de pacientes
con rabia, la técnica se basa en la union del antigeno-anticuerpo, donde el
anticuerpo se encuentra unido a un conjugado fluorescente (isotiocianato
de fluoresceina) y que a la luz UV en el microscopio nos hace evidente al
virus; sin embargo, las muestras positivas por AF son mas comunes
durante tas etapas finales de la enfermedad. La(s) biopsia(s) se toma(n) de
la zona de la nuca, piel con foliculos pilosos que contengan nervios
periféricos. Las impresiones comeales se obtienen de pacientes
encefaliticos, tocando ligeramente la parte central de la cornea con un
portaobjetos (Acha y Szyfres, 2001).
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En algunas raras ocasiones, serd necesario examinar biopsias de
encéfalo para detectar la presencia de antigenos o virus de la rabia (Acha y
Szyfres, 2001; Hemachudha, 1994).

La deteccidén de anticuerpos a partir de impresiones o biopsias, varia
considerablemente segin la etapa de 1a enfermedad. La sensibilidad de
ésta prueba es del 82% durante los primeros 4 dias, y del 60% los dias 5y
8 post-exposicion (Acha y Szyfres, 2001, Hemachudha et al, 2002 ).

b) Titulacidn de anticuerpos

Los anticuerpos neutralizantes presentes en el suero de pacientes no
vacunados contra rabia o en el liquido cefalorraquidec de pacientes con
vacuna de pre-exposicién se detectan con:

s La prueba de seroneutralizacion (SN) en ratén o SN en cultivo
celular.

= La prueba répida de inhibicion de focos fluorescentes (rapid
fluorescent focus inhibition test-RFFIT).

* La prueba inmunosobente ligada a una enzima (enzyme-linked
immunosorbent  assay, FELISA); empleando giucoproteina
antirrdbica purificada para determinar los niveles de anticuerpes
neutralizantes de virus en el suero o liquido cefalorraquideo.
Determina principaimente los titulos de las IgG e IgM (Acha y
Szyfres, 2001; Tizard).
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c)

Sin embargo las fres pruebas anteriores, producen resultados
variables; ya que los anticuerpos neutralizantes de virus en el liquido
cefalorraquideo y suero usualmente tienden a aparecer después de los
7-10 dias de contraida la enfermedad. A 31 pacientes positivos a rabia
y sin vacunacién previa, entre los dias 3 y 9 dias post-exposicién, se les
tomaron muestras de suero y solo 6 evidenciaron los anticuerpos
seroneutralizantes, o sea, solo el 20% de los casos pudieron
diagnosticarse por estos métodos (Acha y Szyfres, 2001; Hemachudha,
1994).

Resonancia magnética

Técnica topogréfica basada en la alineacién de cargas en un campo
magnético, mostrando tanto en la forma paralitica como encefalica,
imagenes axiales y sagitales una distribucion anormal de las neuronas,
principalmente en areas del tallo encefalico rostral como el hipocampo y
hipotalamo; y también en la corteza cerebral. (Hemachudha et al, 2002).

d) PCR

A partir de tejido nervioso, saliva, liquido cefalorraquideo, lagrimas,
biopsias de piel y orina; se puede detectar el virus de la rabia,
basandose en ia amplificacion de secuencias de &cidos nucleicos
encontradas en estas muestras de diferentes dias, por que no todas
resultan positivas, debido a la intermitente dispersion del virus
(Hemachudha et al, 2002).
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2.6.2 DIAGNOSTICO POSTMORTEM

a) Deteccidn de Antigenos

A partir de la técnica de AF se hace un examen microscopico de
impresiones, frotis o secciones congeladas de tejfido encefélico, porciones
bilaterales del tejido del hipocampo, del tallo encefélico y cerebelo (Acha y
Szyfres, 2001).

b} Compisculos de Negri

En los paises en desarrollo el examen microscopico de los corplsculos
de Negri sigue siends (il para el diagndstico, que es un procedimienio
simple, rdpido, sencillo y econdmico (Acha y Szyfres, 2001).

La deteccién de los corpusculos de Negri mediante lgs tinciones de
Sellers, May-Grunwald, Mann u ofra técnica asegura el diagndstico de
rabia, pero cuando no se encuentran esas inclusiones no se puede excluir
la posibilidad de la infeccidn; por eso se racomienda no limitar los
exdmenes al tejfido nervioso sino también investigar la presencia del virus
en las glandulas salivales, en especial las mandibulares (Acha y Szyfres,
2001).

La técnica de tincion de Seller en improntas, era el primer método a
ulilizar en el diagndstico postmortem de rabia, ya que es simple, rapido vy
econdmico. Esta basado en la busqueda de los cuerpos de Negri y su
interpretacion en las improntas positivas se observan particulas de color
verde manzana o amarillo verdosos con fluorescencia brillante sobre un
fondo oscuro (Valero, 1993).
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¢} Aislamiento del virus /n Vitro e In Vivo

Es un procedimiento ligeramente mas sensible que la prueba de AF.
El aislamiento se llevaba a cabo en ratones, preferiblemente de la estirpe
albino suizo de 21 dias de edad, ya que son mas susceptibles al virus
rabico; a estos se les inocula una dosis de 0.025 de virus con solucion
salina en el hipocampo, corteza y cerebelo; pero también se puede inocular
en cullivos celulares (células de neuroblastoma), siendo este método tan
eficaz como la inoculacion del ratdn, reduciendo el tiempo necesario para el
diagnéstico de 10-15 dias a 2 dias y eliminando Ia necesidad de contar con
animales experimentales, y es considerablemente menos costoso (Valero,
1983; Achay Szyfres, 2001).

d} Deteccién mediante técnicas Biotecnologia modema

ELISA (prueba inmunosobente ligada a una enzima), es un método basado
en el empleo de anticuerpos unidos a enzimas, las cuales se ponen en contacto
con un sustrato para detectar la reaccion Antigeno-Anticuerpo, donde se visualiza
por medio de diferentes grados de coloracion o a nivel de densidad optica. Se ha
usado de forma exitosas para la deteccion de la nuclocapside, niicleoproteina y /o
la glucoproteina, que son antigenos del virus en suspensiones homogéneas de
cerebros que se creen estan infectados (Tizard, 1996; Zuckerman et al, 2000).

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) detecta y amplifica segmentos
especificos del acido nucleico del virus en muestras del SNC (hipotalamo y
cerebelo), ayudando a identificar el virus rabico por secuenciacién automatica. Es
un método altamente sensible y exacto, inclusive en muestras degradadas y/o
putrefactas. (Heaton et al, 1997, Echevarria et al, 2001; Loza-Rubio et al, 2004,
Rojas AE et al, 2004)
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HIBRIDACION IN SITU: Es la hibridacibn de “sondas” (fragmentos
marcados de una hebra de ADN o de ARN) con secuencias complementarias a
ADN/ARN celular o viral, que en condiciones apropiadas forman hibridos estables.
lL.a hibridacion puede hacerse sobre membranas solidas (filtros de nylon o
nitrocelulosa) y en cortes de tejidos o preparaciones celulares (in situ) embebidos
en parafina o foomol. La técnica consiste en marcar una sonda que va a detectar
nuestra molécula de interés con una sustancia trazadora ya sea radiactiva o
flucrescente y se va a incubar, para luego ser deteclada y visualizada en un
microscopio {(Harper, 1998; Loza-Rubio, 2004).

Esta técnica permite llegar al diagnéstico de rabia cuando hay un bajo
numero de copias de virus y cuando se carece de tejido fresco o congelado para
AF o busqueda de corpusculos de Negri. En la autopsia de un paciente que fué
mordido por un perro rabioso, se encontraron infiltrados inflamatorios en cerebro y
médula espinal pero un extenso muesireo no re\;elé cuerpos de Negri. Pero por
medio de la hibridacién in situ usando sondas fritiadas de RNA se logrd detectar
en cerebelo, hipocampo, bulbo y médula espinal la presencia de RNA genémico
del virus y mRNA de la glicoproteina viral (Lopez-Corella et al; 1996).

Se han generado sondas especificas para diferenciar los ciclos del virus de
la rabia en México; sin embargo ésta técnica resulta laboriosa ya que requiere de
varios periodos de fijacién e incubacidn y de muchas sondas para poder identificar
a cada variante del virus rabico o de los diferentes Lyssavirus. La sensibilidad de
ésta técnica levemente inferior a ELISA y PCR (Harper, 1998; Loza-Rubio, 2004).
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2.7 VACUNAS DE USO HUMANO CONTRA LA RABIA

“La enfermedad inoculada® deriva ef término vacunacion (Velander et al,
1998).

La rabia es la Unica infeccién neuroldgica que se puede prevenir por
vacunacion antes o después de una exposicién al virus. La eficiencia de esta
vacuna puede ser conferida antes de que el virus entre al cuerpo y alcance
sistema nervioso (Lopez et al, 2002; Jackson & Wunner, 2002).

En 1881, Roux realiz6é las observaciones preliminares que luego
constituyeron el segundo gran paso en el campo de la vacunacion: *la atenuacion”;
noté que la virulencia del virus en fragmentos de la médula espinal infectada por el
virus declinaba con rapidez una vez disecada, y desaparecia por completo luego
de un perlodo de 15 dias. En ese mismo, aflo Pasteur logré proteger a 50 perros
que habian recibido una inyeccién del virus altamente virulento y luego les
administro una inmunizacién en base a inyecciones subcutdneas repetidas de
suspensiones de médula espinal. La inyeccion inicial contenia extractos
desecados no virulentos, y era seguida por inyecciones de fragmentos desscados
en periodos mas cortos (Otero, 2003).

El 6 de Julio de 1885, Pasteur realiz6 la primera vacunacién contra la rabia
con una vacuna que podria considerarse parcialmente inactivada; salvando asi la
vida de un nifio llamado Joseph Meister, un nifio campesino que habia sido
mordido por un perro rabioso, incculdndole material desecado procedente de
tejidos del sistema nervioso con virus vivo, fijado a través de varios pasajes en
conejos; aplicando una suspension de méduia de 15 dias de desecacion y
posteriormente aplicé otras 12 inoculaciones en los 10 dias siguientes con
extractos de virulencia progresivamente mayor, obtenidas de médulas cada vez
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mas recientes hasta llegar a la de un dia. Tras la aplicacion, Joseph se cur6 a los
4 meses. El tratamiento de Pasteur tenia una mortalidad del 1 al 2 %, cuando era
iniciado a tiempo; esta mortalidad es bastante baja, recordando que existen
sujetos con deficiencia inmunolégica que pueden no responder al tratamiento,
ademas de ser en aquel momento una vacuna recién desarrollada. Pequefas
modificaciones fueran hechas por Emile Roux en 1887 y Calmette en 1891,
cuando introdujeron el uso de la glicerina para la conservacion de las médulas,
permitiendo asi el envio de vacunas para areas distantes (SSA,1989; Ortiz vy Roy,
2002; Schneider et al, 1994, Loza-Rubio y Gémez Lim 2004).

En el aflo de 1888, la vacuna con virus fijio de Pasteur fue traida
directamente de Paris a México, por el Dr. Eduardo Liceaga. La vacuna fue
reproducida y aplicada por primera vez el 23 de abril del mismo afio en la ciudad
de Meéxico; este fratamiento profilactico antirabico fue aplicado a un nifo de 12
afios con el nombre de Isidro Delgadilio que habia sido mordido por un peio
rabioso en Texcoco. E! Dr. Liceaga encomend6 al Médico Veterinario José de la
Luz Gémez la preparacién de la vacuna para tal efecto, esta vacuna se prepard a
partir de médulas espinales desecadas por 12 dias de conejos rabiosos; el Dr.
Josus Reyes fue el encargado de aplicar el biolégico y de supervisar el tratamiento
que fué exitoso. También en 1888, el Dr. Miguel Otero Arce en San Luis Potosi,
logré replicar el trabajo de Pasteur y obtener un virus fijo a partir de la vacuna
atenuada {SSA,1999; Schneider et al, 1994; Loza-Rubio y Gémez Lim, 2004).

En 1903 en la India, Kausauli investigador del Instituto Pasteur prepar6 el
primer suero antirdbico equino (SAR), inmunoglobulina muy usada
simultdneamente con la vacuna para el tratamiento contra la rabia por més de 45
afios, pero algunas reacciones adversas diferenciadas por sus procesos de
manufaciura y contenido de proteinas llevd a la tarea de reemplazarlo por la
globulina inmunizante contra la rabia humana (GIR); en el 2001 dos centros que
manufacturaban SAR descontinuaron su produccion; hecho gque en paises en
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desarrollo econdmicamente no es rentable ya que el precio de la GIR es mayor
(Goel et al, 2003; Khawplod et al, 2002).

Fermi en 1908 y David Semple en 1911, desarrollaron una vacuna a partir
de cerebros de borrego y cabra infectados con el virus fijo de Pasteur, inactivando
el producto con formol y fenol, como sustitutos de la inactivacién por desecacién
que utilizaba Luis Pasteur; pero conservaron el mismo programa de vacunacion.
Las vacunas de tejido nervioso de animales tipo Fermi 0 Semple fueron utilizadas
hasta los afos 50, esto se debid a que esta vacuna resultaba rica en mielina y, en
consecuencia, producia severas reacciones neurolégicas en algunos pacientes,
asociadas a la respuesta inmune contra esta proteina. Aparte la vacuna derivada
de cerebro de oveja incrementaba significativamente la posibilidad de transmision
de la encefalitis espongifirme (SSA, 1998; Schneider et al, 1994; Loza-Rubio y
Gbmez Lim 2004).

En México por iniciativa del Dr. Liceaga, se fundé el Instituto Antirrabico en
1803, con el propdsito de preparar y aplicar la vacuna antirabica. En 1839 al
integrarse el Instituto de Higiene se comenzod a preparar la vacuna tipo Semple,
hasta que un triste episodio de la historia de las vacunas de tipo Fermi, ocurrio en
Brasil en 1960, que ocasion¢ encefalitis rabica en un 27,3 % de las personas
vacunadas, llevando a la muerte a 18 personas (SSA, 1999; Jackson & Wunner,
2002; Schneider et al, 1994).

Posteriormente se desarrollaron otro tipo de vacunas con et objetivo de no
usar tejido nervioso, para asi evitar accidentes post-vacunales. La vacuna
inactivada para uso humano producida en embrion de pato (DEV), fué
desarrollada por Powell et al., en 1950, este tipo de vacuna produjoc muy poca
actividad encefalitogénica, pero se descubrio que su el elevado contenido de tejido
embrionario podia presentar reacciones alérgicas. Esta vacuna DEV comenzé a
ser muy comercial en los Estados Unidos en el aflo de 1957, pero aparecieron 21

casos de reacciones adversas con complicaciones neurolgicas adversas en 595
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mil personas vacunadas. En 1977, se hizo un estudio comparando ésta misma
vacuna pero modificada por purificacion por medio de ultracentrifugacion
lamandose ahora ‘“vacuna de embrion de pato purificada” (PDEV), desarrollada
en huevos de patos embrionados, pero eliminando las cabezas antes de preparar
la vacuna con el fin de remover el tejido nervioso para evitar encefalitis alérgicas.
En cuanto formacién de anticuerpos contra rabia, fué poca la diferencia pero las
reacciones adversas fueron menores con la PDEV. La OMS, en 1935 recomendé
su uso tanto por via intradérmica como intramuscular, demostrando ser mas
inmunogénica por via intramuscular (Jackson & Wunner, 2002; Schneider et al,
1994; Khawplod et al, 1995).

En 1955, en el Instituto de Bacteriologia de Chile, Fuenzalida y Palacios
desarrollaron una vacuna antimébica a partir de cerebros infectados de ratones
recién nacidos, los cuales desarrolian la mielina hasta los nueve dias de vida, por
lo tanto estd fue la primera vacuna sin mielina que ayudo a disminuir los
accidentes neuroparaliticos que se manifiestan como encefalomielitis o
polineuritis. Los rangos de complicaciones neurologicas descritas en la literatura
especializada se redujeron de manera considerable: de un caso por cada 142
tratamientos a uno por cada 7 mil. La técnica Fuenzalida-Palacios para la
preparacion de la vacuna, ha sido modificada empleando ratones de no mas de un
dia de vida, inoculando virus CVS por via intracerebral al dia 1 y cosechando a
mas tardar al dia 4. La suspensién obtenida se purifica por medio de
centrifugacion & altas velocidades, con la intencion de reducir ain mas el nivel de
sustancias encefalitogénicas en el producto acabado. Actualmente esta vacuna se
usa de forma constante y exitosa en algunos paises de Latinoamérica y varias
partes de Asia y Africa, tanto para inmunizar humanos como perros; pero
consciente de sus incidentes, la OMS ha sefialado como fecha limite para su uso
el aflo 2006. En México, el ultimo lote se produjo en 1997 (Jackson & Wunner,
2002; Schneider et al, 1994, Amasino et al, 2002; Loza-Rubio y Gémez Lim,
2004).
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La primera vacuna de cultive celular, fue la vacuna de células diploides
humanas (HDCV), producida en 1360 por Tadeo Wikior y sus colegas en el
Instituto Wistar de Filadelfia (Wikfor ef al. 1969). HDCV es producida en células
fibroblasticas humanas usando la cepa de Pitman-Moore, aislado originaimente
del virus rébico de Pasteur. Es purificado y concentrado por ultracentrifugacion e
inactivado, con betapropiolactona (BPL). La vacuna HDCV prob6 ser mas
inmunogénica vy menos alergénica en comparacion a las vacunas usadas
anteriormente. Esta vacuna cambio el concepto de la vacunacién antirrabica, ya
que provee un buen récord de eficacia y seguridad en la profilaxis de
preexposicion en personal de alto riesgo y postexposicién para la gente en
general. Los méritos de esta vacuna de cultivo celular son importantes, pero tienen
un inconveniente muy grande que es el costo, por ejemplo en Brasil el costo se
estima en aproximadamente 20 veces mas que la de cerebro de ratén lactante que
se utilizan actualments en la mayoria de los paises de Latinoamérica (Jackson &
Wunner, 2002, Schneider et al, 1994).

En1881, Fayaz y sus colegas demostraron que se obtenian niveles
satisfactorios de anticuerpos en 27 pacientes tratados con HDCV en combinacion

con el suero hiperinmune equino (Vodopija et al, 1997).

En 1993, Fishbein et al, reporté que solo cerca del 6% de los pacientes
previamente vacunados con HDCV, sufren reacciones alérgicas de tipo sistémico
al recibir su dosis de revacunacion con esta misma vacuna, reacciones como dolor
de cabeza, dolor muscular, dolor de garganta, nduseas, comezén y depresién
(Dreesen, 1997; Briggs et al, 2001).

En el afio del 2001 en Australia, se recomendé el uso del esquema de pre-
axposicion con de la vacuna HDCV para personas que viajan continuamente de un
pais a otro, aplicAndoles por via intramuscular o via intradérmica; sin embargo
unos meses después las autoridades reportaron gue las personas vacunadas por
via intradérmica no estaban protegidas, y estas personas al revacunarlas una vez
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mas por via intramuscular con HDCV presentaban una respuesta inmune
favorable a los 5 dias (Gherardin et al, 2001).

En 1984, Barth y sus colegas desarrollaron la segunda vacuna de cultivo a
partir de células purificadas de embrién de pollo (PCECV) (Barth et al, 1984);
demostraron que a partir de estas células obtenian una mayor produccion de
virus y en consecuencia una mayor produccién de dosis en comparacién de las
células diploides humanas. La PCECV se obtuvo propagando la cepa Flury de
bajo pasaje (LEP) en fibroblastos primarios de pollo. Esta inactivada con BPL y
purificada mediante centrifugacion zonal. De manera simultanea en Japon; Kondo
et al produjo la vacuna PCECV-K la cual se realizaba de la misma manera que la
de Barth pero propagando la cepa Flury a alto pasaje (HEP) en fibroblastos
primarios de pollo (Jackson & Wunner, 2002; Loza-Rubio y Gémez Lim, 2004;
Benjavongkulchai et al, 1997).

Barth y colaboradores en 1989, reportaron que no habia evidencia de
reacciones adversas contra PCECV en los pacientes que la recibian. Sin embargo,
Bjok en 1985 y Briggs et al 1999, reportaron reacciones como dolor de cabeza y
mareo en vacunaciones y revacunaciones con PCECV, aunque de menor
magnitud a las producidas por la vacuna HDCV. Esta vacuna es usada en todo el
mundo tanto en paises industrializados y en vias de desarrolio. Mathusudana et al,
1989; Wasi et al, 1993 y Ljubic et al, 1995 reportaron que el tratamiento con
PCECV, era 100% efectivo en pacientes con exposiciones de rabia muy severas
(Jackson & Wunner, 2002; Briggs et al, 2001; Dreesen, 2002).

En 1999, se llevd a cabo un estudio donde a 165 personas divididas en dos
grupos expernmentales, se les administro el esquema de vacunacion pre-
exposicion con HDCV y PCECYV; todos resultaron seronegativos el dia 0, el dia 28
desarrollaron una seropositividad mayor a 0.5 Uliml y al afio, el estudio demostré
claramente que tanto HDCV y PCECV presentaban resultados similares y se
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comprobG que la vacunacidn con HDCV  puede ser reemplazada en la
revacunacion con PCECV vy viceversa (Briggs et al, 2001).

Oftro tipo de vacuna de cultivo celular que se desarrolld con el objetivo de
disminuir los costos, es la vacuna purificada obtenida a partir de una linea celular
continua de riidn de mono verde (VERO o PVRVY), cuyo costo es
aproximadamente la mitad del precio de la de células diploides, ya que puede ser
cultivada en biofermetadores con microtubos a gran escala y asi grandes
cantidades de vacuna se pueden producir a bajo costo. La vacuna de células
VERO consiste en una suspension inyectable, obtenida mediante la reconstitucion
del liofilizado del virus rabico cepa Wistar Rabies PM / W| 38-1503-3M inactivado
con BPL con una solucién de cloruro de sodio. Con esta vacuna se realiz6 un
estudio donde se inyectaron a 119 individuos mordidos por un animal sospechoso
de rabia, los resultados seroldgicos mostraron su alta antigenicidad. La
seroconversion obtenida 14 dias después de la tercera inyeccidn fue del 100%
detectada con |a prueba répida de inhibicion de focos fluorescentes (RFFIT) y de
B4.5% con la prueba de ELISA. Las vacunas de cultivo celular han sido bastante
estudiadas, demostrando buenos resultados en la seroconversion de las personas
vacunadas (Suntharasamai et al. 1986, Kitala et. al. 1990) (Jackson & Wunner,
2002; Schneider et al, 1994).

En 1997, se hizo un estudio con 62 personas que laboraban en centros de
alto riesgo, los cuales se dividieron en cuatro grupos experimentales, éstos
recibieron el esquema de vacunacidn postexposicion 2-1-1 con las vacunas:
PDEV, HDCV , PCECV y VERO respectivamente; todos recibieron el dia 0 una
dosis de suerc hiperinmune de inmunoglobulinas de humano con 150 UL A las
dos semanas de haber terminado el esquema de vacunacion se les realizd una
prueba de RFFIT y el 100% seroconvirtié con un rango de entre los 7.16 y 40.2
Ulfmi. A los 3 afos (1100 dias) se volvid a correr otra prueba de RFFIT y el 56%
se presemaba amiba o igual a los 0.5 Ul, estos mismos individuos se

revacunaron y a los 14 dias se titularon nuevamente los sueros; y el resultado fue



que la HDCV produjo una seroconversién de 30 Ul/mi superior a la PDEV, PCECV
y VERO, que presentaron una seroconversion de 20 Ul/ml (Vodopija et al, 1997).

En 1992 la OMS, recomendo que: “Las vacunas preparadas en culfivo
celular deben reemplazar a aquellas que derivan de tefidos nerviosos lo mas
pronto posible” (Dreesen, 1997).

En la actualidad, para la produccién de vacunas antirrébicas inactivadas se
emplean diversas cepas rabicas fijas adaptadas a células de cultivo celular como
son (Acha y Szifres, 2001):

e Cepa Pasteur de Paris de virus rabico fijo de conejo; adaptada a las células
VERO.

o Cepa Pasteur PV-11 de virus rabico fijo de conejo; adaptada a las células
BHK-11.

e Cepa Pitman-Moore (PM) de virus rabico fijo, adaptada a célultas humanas
diploides, primarias de rifién de perro, VERQ, y Nil-2.

e Cepa CVS-27 (Challenge Virus Standard) de encéfalo de raton de virus
rébico fijo; adaptada a células BHK-21.

e Cepa Kissling CVS-11 adaptada a las células BHK-21.

e Virus rabico Flury adaptado al embrién de pollo de bajo pasaje (40-50

pases); adaptado a células primarias de embrién de pollo y BHK-21

¢ Virus rabico Flury adaptado al embrién de pollo de alto pasaje (227-230

pases); adaptado también a células primarias de embrion de pollo.
¢ Virus rabico Kelev adaptado al embrién de pollo (100 pases).

o Cepa ERA (Evelyn Rokitniki Abelseth) de virus SAD; adaptada a células de
rifén de cerdo; adaptadas también a células BHK-21.

e Virus SAD (Street - Alabama - Duffering); adaptado a células BHK-21.
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o Cepa Vnukovo-32 de virus SAD; adaptada a células primarias de rifion de

hamster.

» Cepa Beijing de virus fijo de la rabia; adaptada a células primarias de rifon

de hamster.

En México se emplean principaimente las vacuna tipo HDCV, VERO y
PVRV con las que no se presentan las reacciones neuroparaliticas adversas.
Estos biolégicos, requieren Unicamente cinco dosis como tratamiento prost-
exposicion y tres dosis como tratamiento profilactico, a diferencia de las 14 dosis
empleadas anteriormente con las vacunas producidas en tejido nervioso (SSA
1999).
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28 TRATAMIENTO CONTRA LA RABIA

Hasta nuestros dias el Unico tratamiento lo constituye la vacunacion. El
tratamiento contra la rabia es siempre preventivo, y debe impedir que la
enfermedad se desarrclle en el organismo; una vez que empiezan los primeros
sintomas practicamente es ireversible la muerte (Loza-Rubio, 2003, Schneider et
al, 1994).

En 1973, el “Comité de Expertos de la OMS” en su IV informe, expusieron que
el tratamiento se divide en (Acha y Szifres, 2001, Kumate, 1993; OMS-OPS,
2000):

1) Tratamiento local de las heridas en los casos de exposicion a la rabia:
a) Lavado inmediato de la herida a chorro de agua con jab6n o
detergente. A continuacion, se puede aplicar alcohol al 40-
70% tintura de yodo o soluciones yodadas o compuestos de
amonio cuatemano al 0.1%.

b) Cuando este indicado por el médico se aplican medidas

antitetanicas y/o antibidticos.

2) Tratamiento general especffico contra la rabia:

Este se lleva cabo siguiendo el itinerario segun cada caso:
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ESTADO DEL ANIMAL SIN TENER EN CUENTA SI ESTA VACUNADO

Naturaleza del En el momento Durante el Tratamiento
contacto del episodio periodo de recomendado
sospechoso observacién de
10 dias
I. Contacto sin a)Sevaa -—» Sano —~——rt——s Ninguno
lesidn o contacto
indirecto.

ll. Lamedura de la
piel con arahazos o
erosiones;
mordedura leve (en
las partes cubiertas
de los brazos, del
tronco y de las
piemas)

Itl. Lamedura de las
mucosas;
mordedura grave
(mordeduras
multiples o situadas
en cara, cabeza,
dedos y cuello)

observacion el ™
anima‘ doméstlco C}\
salvaje

sospechoso de
rabia o con
presuntos
sintomas de rabia

b} Manifestar como’]
rabioso al animal
salvaje o
doméstico que no
puede ser
sometido a
observacidn.

—_» Rabioso

™ Iniciar vacunacién e

intermimpase el

tratamiento si el animal
sigue sano durante cinco

dias.

Iniciese la vacunacion y

si el diagndstico es
positive continuar la
vacunacion.

|

Administrar suero y

vacuna en el caso de

lesiones multiples.

Fuente: OMS-OPS, 2000.

Existen dos esquemas de vacunacion, que la OMS propuso desde 1892

1)

La vacunacion pre-exposicion:

Consiste en aplicar la dosis de 1 mi.de HDCV, PCECV o VEROQO, via
intramuscular, los dias 0, 7 y 21 ¢ 28. O bien, aplicar |a dosis de 1 mi de

HDCV, via intradérmica, los dias 0, 7 y 21 & 28 Seguidas de su
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revacunacion a los 365 dias. Este tratamiento se recomienda a personas
que viajan continuamente de éareas endémicas a areas libres,
especialmente los nifos; asi como también aquellas personas que se
exponen continuamente al virus. La vacuna inframuscular debe
administrarse en la zona del musculo deltoides, y en el caso de los niftos
pequefios, también es aceptable la zona anterolateral del musio. Nunca
deben aplicarse las inyecciones de vacuna en la zona de los gluteos, ya
que esto da como resultado titulos de anticuerpos neutralizantes mas
bajos (Dreesen, 1997, CDC, 1999; §SA, 1983; Hatz, 2003).

2)  Lavacunacion post-exposicién puede ser dos tipos:

= El "esquema estandar’, es el més usado, se administra 1 mi. de
vacuna de cultivo celular via intramuscular los dias 0, 3,7, 14 vy
30, como dosis opcional se menciona también la del dia 90
(Dreesen, 1997).

v En el "esguema 2-1-1", se administran 2 dosis de 1 mi de la
vacuna de cultivo celular via intramuscular al dia 0 y una dosis
de 1 mli los dias 7 y 21. La venlaja de esle esquema de
vacunacidn es que se puede obtener elevados titulos de
anticuerpos a partir del dia 14 (Dreesen, 1997, Vodopija, 1997).

Sin embargo, se considera que a la larga el régimen de vacunacién
inframuscular s de elevados costos y para reducirios la OMS propuso en 1995 y
1996, dos esquemas de vacunacidén mas, donde se recomendd la administracion
en distintos puntos del cuerpo, pequefas dosis intradérmicas de vacunas
antirrébicas de cultivos celulares (Mahusudana, 2002; OMS-0PS, 2000):
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El esquema “2-2-2-0-1-1" donde la vacunacion consiste poner
solo un quinto de la dosis intramuscular; esto es, poner dos
dosis via intradérmica de 0.1-0.2 m{ VERQ, 0.2 ml para la
PCECV o PDEV. Aplicando a los dias 0, 3y 7. Para los dias
30 y 90 solo se inocula una sola vez (OMS-0OPS, 2000).

El esquema °8-0-4-0-1-1" para HDCV o PCECV. la
vacunacion consiste aplicar en ochao diferentes sitios (zona del
musculo deltoides, musios anteriores, regién supraescapular y
cuadrante inferior del abdomen) inyecciones de 0.1 ml via
infradérmica el dia 0, cuatro sitios el dia 7 y un sitio los dias
28 y 90. Este esquema es muy recomendado sobretodo en
casos de exposicién severa (multiples mordeduras y/o
rasgufios, contacto de membranas mucosas con la saliva del
agresor) ¢ cuando no hay inmunoglobulina disponible (OMS-
OPS, 2000).

En Filipinas se estudiaron 156 individuos con un riesge bajo de exposicion
a la rabia, divididos en dos grupos experimentales; a un grupo se les administrd
por via intradérmica 0.2 ml de la vacuna PDEV reconstituida en la regién  del
muasculo deltoides con el esquema de vacunacion “2-2-2-0-1-1" y al segundo grupo
se les administrd cinco dosis del "esquema intramuscular estandar’. A ambos
grupos se les inoculd suero hiperinmune, el dia 0. Segun los resultados, los titulos
de anticuerpcs obtenidos con la administracién intradémmica de la PDEV fueron
mas altos que los obtenidos por la via intramuscular a los dias 7 y 14 dias,
mientras que en los dias 30 y 90 diminuyeron; aun en este periodo los titulos
fueron a 1 Ui/ml (OMS-OPS, 1995).
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En el 2001 se notifico que al administrar vacunas intradérmicas, a los siete
dias se encuentra una seroconversién mayor a 0.5 Ul/mi, pero de corta duracién; y
con |la vacunacion via intramuscular se observa una seroconversién mayor a 0.5
Ul/ml hasta el dia 14, pero la prevalencia de anticuerpos dura hasta 2-3 afios
(Leder et al, 2001).

En el 2002, se publicé un estudio donde 89 personas se dividieron en
cuatro grupos experimentales, a los que se les administré6 vacuna VERO sin
aplicacion de suero hiperinmune; al grupo | se le asign6 el esquema 8-0-4-0-1-1,
omitiendo la vacunacién de los dias 28 y 90, al grupo Il se le administré 0.1 ml. de
vacuna intradérmica en cuatro sitios, los dias 0, 3 y 7, al grupo Ill se les inoculd
0.1 ml. de vacuna intradémmica en dos sitios, los dias 0, 3y 7; y al grupo IV se
trabaj6 con el esquema estandar omitiendo solo la vacunacion del dia 28. Este
estudio demostré cual esquema era superior para promover anticuerpos
neutralizantes répidamente sin el uso de inmunoglobulinas. Se observé una
seroconversion mayor a 0.5 Uliml en los cuatro grupos a partir del dia 7, aunque
con porcentajes del 90% en los grupos | y 1I, del 70% en el grupo Il y 30% para el
grupo V. Los esquemas intradémmicos (grupos 1, ti y i) al ser aplicados de forma
apropiada, diminuyen un 70% el costo de las vacunas sin arriesgar el nivel de
anticuerpos neutralizantes que se esperan en un tratamiento postexposicion.
Estos esquemas presentan una gran ventaja para los paises pobres donde la
rabia es endémica. En este mismo afio a 32 personas de diferentes edades con
exposiciones severas se les administré el esquema 8.0.4.0.1.1. con inmunizacion
activa de PCECV y una inmunizacion pasiva de suero hiperinmune el dia 0. Y
resultd que todos presentaron una seroconversion significativa y protectora a partir
del dia 7 y hasta los 3 afios después (Khawaplod et al, 2002, Madhusaudana et al,
2002).
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> Tipo de inmunogiobulinas disponibles contra la rabia:

* Globulina inmunizante contra la rabia humana (GIR) o suero
homélogo: Es una gama globulina preparada por fraccionamiento cn etanol
frio a partir del plasma de personas hiperinmunizadas. El contenido de
anticuerpos neutralizantes esta estandarizado para que contenga 150 Ul/ml
(OMS-0OPS, 2000; Kumate, 1993).

* Suero antirrdbico equino {SAR) o suero heterélogo. Es un suero
concentrado de caballos hiperinmunizados contra el virus de la rabia. El
contenido de anticuerpos neutralizantes se estandariza para que contenga
1,000 Ul por ampalleta (aproximadamente 5 ml.) (OMS, 2000; Kumate).

En un estudio realizado a 28 equinos destinados a producir suero
hiperinmune, se hicieron tres grupos experimentales. El grupo 1 se inmunizé at dia
0 por via subcutanea con 40 ml de una suspensién cerebro equino infectado con
virus vivo (cepa Paris). La inmunizacion se repiti¢ al dia 30 con una dosis de 5ml,
al dia 33 con 10ml, al dia 37 con 15 ml, al dia 41 con 5 ml, dia 44 con 10 ml y los
dias 48, 52, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98 y 105 con 15 ml. Al grupo il, se le inmuniz6
via subcutanea con 1 ml. de PCECV y el grupo lll, se vacuné via subcutanea con
1 ml de VEROQ; administrandoles una dosis el dia 0, dos dosis los dias 21, 28, 35,
42 y 63; y cuatro dosis los dias 70, 77, 84, 91, 98 y 105.

A partir del dia 56 la promocion de anticuerpos en los grupos It y lll fueron
elevados en comparacion al grupo |. Los equinos inmunizados con las vacunas
VERO y PCECYV estuvieron listos a partir del dia 120 para obtener de ellos suero
hiperinmune. E| grupo | produjo suero hiperinmune hasta el dia 225; lo cual llevo a
la conclusion de las vacunas VERO y PCECV son una mejor opcion para la

produccion de SAR en los equinos (Goel et al 2003).

La aplicacion de suero hiperinmune se recomienda en casos de

mordeduras multiples al dia O de vacunacion, la dosis es de 40 Ui/kg en el caso
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de la inmunoglobulina equina y 20 Ul en el caso de la inmunoglobulina humana,
primero se infiltra la mitad alrededor de la(s) herida(s) y el sobrante se aplica por
via intramuscular; asi aun cuando el periodo de incubacion del virus es muy corto,
la inmunoglobulina actia antes de la vacuna para presentar titulos protectores
contra la rabia (Dreesen, 1997).

Estudios realizados en hamsters revelan que usar el suero hiperinmune sin
la vacunacion, la mortalidad es del 90%, pero al administrario simultaneamente
con la vacuna HDCV con e! esquema estdndar, promueve notablemente la
produccién de anticuerpos profectores contra la rabia, con un 100% de
supervivencia. Al administrar la vacuna sin el suero, la prevencion contra la rabia
se encuentra limitada, en particular en los casos severos de heridas 0 mordeduras
mdaltiples; ya que en la inmunizacion pasiva, la inmunoglobulina es un components
esencial en el tratamiento postexposicién. Sin embargo, eslos reportes son
diferentes en humanos ya que en un estudio realizado en Japén a 98 individuos
con exposicidn severa, se dividieron en cuatro grupos experimentales y se les
aplico el esquema estandar post-exposicion: donde al grupo | se le administré la
vacuna PCEC-K sin suero hiperinmune, el grupo Il se le inoculé la vacuna PCEC-
K con GIR, el grupo lil se le inyect6 la vacuna PCEC-K con SAR y al grupo IV
{Control) se le administré la vacuna HDCV con GIR. Resultando que el grupo |
presentd una seroconvesion arriba de 0.5 Ui/ml desde el dia 14 al dia 180; y solo
una persona presentd titulos bajos hasta el dia 360. Ei grupo H y Iifl, fueron
resultados parecidos donde un significativo nimero de individuos presentaron
bajos titulos, el dia 14 (12%), 90 (7%), 180 (12%) y 360 (55%). En el grupo IV se
encontraron menos titulos bajos, el dia 14 (3%) y el dia 360 (5%). Lo cual hace
pesar que el suero hiperinmune disminuye la accion de las vacunas de cultivo
celular, y se recomienda que si se usa ambos tratamientos en casos de
exposiciones muitiples y severas, se revacune al dia 90 (Hanlon et al, 2001; Goel
et al, 2003; Benjavongkulchai et al, 1997).




2.8.1 PRUEBAS SEROLOGICAS POST-VACUNACION

Las pruebas diagnédsticas tradicionales, largas y dispendiosas se han
reemplazado por las técnicas simples, répidas y poco costosas para la
demostracion y busqueda de antigenos; y esto ha producido una mayor agilidad
en la definicién del diagndstico. (Ribas et al, 2003)

Existen diferentes métodos de diagnéstico para la deteccion de anticuerpos
contra el virus rabico, entre los que estan: la prueba biolégica seroneutralizacion
(SN) en ratdn, la prueba de SN en placa, la prueba répida de inhibicion de focos
fluorescentes (RFFIT), la contrainmunoelectroforesis (CIE), los inmunoensayos
enziméticos (ELISA), los radioinmunoensayos y la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IF1), entre otras. Pero los métodos cominmente son la prueba de SN en
raton y RFFIT, ambas miden los anticuerpos unidos al antigeno del virus la rabia
con los que se desafia. (Crespo, 2000; Ribas et al, 2003; Cliquet et al, 2000; Smith
et al 1996).

En 1892, George Stemberg descubrié la prueba de seroneutralizacion del
virus y, no fue sino hasta 1996 que Trimarchi etal., usaron diferentes lineas
celulares y virus a diferentes dosis; para asi realizar su lectura por dilucion.
(Tizard, 2000; Cliquet, 1997)

La prueba de RFFIT fue descrita en 1973 por Smith, Yager y Baer; donde la
determinacién de anticuerpos estd indicada por una reduccién de focos
fluorescentes en células infectadas con el virus de la rabia. (Cliquet, 1997,
Meisner et al, 1997)

Atanasiu y Perrin en 1979, introdujeron el método de ELISA como método

de deteccion de anticuerpos contra la rabia. (CDC, 1999)




Pruebas de neutralizacién se publicaron en 1996 por Trimarchi et al, donde
usaban diferentes lineas celulares, virus a diferentes dosis y su lectura se
realizaba unicamente por dilucion, haciendo mas rapida y facil su lectura. Cliquet
et. al. en 1997 adapté la prueba RFFIT a una placa de 96 posos a la que llamé
“prueba de anticuerpos virus neutralizantes fluorascentes” (FAVN), comparé ios
resultados de ambas pruebas encontrando un indice de correlacién de 0.86. La
especificidad de la prueba de FAVN fue del 100% con 400 sueros de perros; sin
embargo la sensibilidad de la prueba de FAVN fue de 89.6%, en comparacién de
la prueba RFFIT donde la especificidad como la sensibilidad fueron del 100%.
Aunque menciona, que con la prueba de RFFIT pueden presentarse resultados de
falsos positivos por efectos citotéxicos en sueros contaminados; lo cual puede ser
una raz6n de su aparente “alta sensibilidad” (Cliquet et al, 2000).

En 1997 se evaluaron 333 muestras de suero de perros y gatos por medio
de las pruebas de SN en placa y RFFIT. Los resultados de comparar ambas
pruebas fue que RFFIT resuttaba ser la prueba mas rapida menos cara y menos
tediosa que fa de SN en placa. Tomando en cuenta que cuando la prioridad es el
factor tiempo, la prueba de RFFIT se desarrolla en un tiempo de 24 hrs contra las
48 hrs que consume la prueba de SN en placa; asi el volumen de muestras a
trabajar es mayor con la prueba de RFFIT. Ademas que la prueba de SN en placa
requiere de mayor manipulacion y material para desarrollario. Los Centros de
Prevencion y Controt (CDC) han adoptado la prueba RFFIT para la determinacién
de anticuerpos seroneutralizantes contra el virus de la rabia porque es una
técnica répida, econémica y sensible. (Meisner et al, 1997,CDC, 1999)

En el 2000, se muestrearon 35 zorros que habian sido vacunados de forma
oral, contra la rabia y a través de la pruebas de ELISA, RFFIT y SN en placa
obtuvieron valores seroneutralizantes de la vacuna. Los resultados fueron que la
prueba de ELISA era més precisa, con una comrelacién del 91% entre Ios
resuitados de la prueba de SN en placa. Con la prueba ELISA se obtuvieron
resultados confiables a partir de muestras contaminadas de animales muertos; ya
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que con la prueba de RFFIT y SN en placa se presentaban casos de “falsos
positivos” (Cliquet et al, 2000).

En el 2003, Shimazaki y colaboradores encontraron una alta correlacion
(>0.95) en sueros de perros vacunados contra la rabia, trabajados en el
laboratorio a través de las pruebas de SN y RFFIT (Shimazaki et al, 2003).

2.9 PREVENCION, CONTROL Y ERRADICACION DE LA RABIA

La rabia, en la mayoria de los casos es mortal, por lo que la prevencion es
el unico método disponible para controlaria. La prevencion consiste en la
aplicacion de vacunas antirrabicas a los animales susceptibles, asi como para el
personal que trabajo en contacto con animales que puedan transmitir la rabia
como son los veterinarios, laboratonstas, agricultores, entre otros (Acha y Szyfres,
2001).

Los procedimientos usados en los programas de control y efradicacion de la
rabia urbana tienen por objeto la reduccion rapida de la poblacién de animales
susceptibles, mediante la inmunizacién de los perros y gatos con duefio y la
eliminacién de los perros callejeros. Actualmente se dispone de un gran numero
de vacunas inocuas y de gran actividad para uso en perros. Las vacunas son de
dos tipos: de virus inactivado y de virus vivo modificado (Acha y Szyfres, 2001,
OMS-OPS, 2001).
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El control de la rabia transmitida por quirdpteros hematofagos resulta de
especial interés para América Latina. Los procedimientos principales de control
consiste en vacunar el ganado en las areas expuestas y en reducir la poblacién de
los vampiros (Acha y Szyfres, 2001).

Para prevenir los casos humanos originados por quirdpteros, se debe advertir a
la poblacitn e instruir especialmente a los nifios de que se abstengan de tocar o
recoger murciélagos caidos o de caplurar a los que vuelan durante el dia. (Achay
Szyfres, 2001, OMS-0OPS,2001)
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3. OBJETIVOS DE LA TESIS:

Titular anticuerpos seroneutralizantes contra el virus de la Rabia del
personal previamente inmunizado que labora en: el Antirrabico de
Cuautitlan, el Antirrabico de Cuautitlan Izcalli, el Antirrabico de Tultepec y
en el laboratorio del Proyecto de Rabia del Centro Nacional de
Microbiologia Animal (CENID-Microbiologia Animal) del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), mediante

dos pruebas:

1) la prueba répida de inhibicion de focos fluorescentes (RFFIT), y

2) la prueba seroneutralizacion (SN) en placa.

Los resultados de RFFIT y de SN en placa se correlacionaran por medio de

dos pruebas estadisticas: Prueba de Spearman y Prueba de Pearson.

Por medio de la Prueba de Spearman y Prueba de Pearson se
correlacionaran los resultados de RFFIT y de SN en placa a las variables:
edad, sexo, municipio 0 delegacion donde laboran y tiempo post-

vacunacion.
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4. HIPOTESIS DE LA TESIS:

El titulo de anticuerpos seroneutralizantes contra el virus de la Rabia
en personal que labora en Centros de alto riesgo y que ha recibido

inmunizacion antirrabica preventiva, sera mayor a 0.5 Ul/ml.

Habra correlacion verdadera entre los resultados de RFFIT y los

resultados de SN en placa.

Se encontraran correlaciones verdaderas entre los resultados de
RFFIT y de SN en placa con las variables: edad, sexo, municipio o

delegacion donde laboran y tiempo post-vacunacién.
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5. MARCO TEORICO:

5.1 LARABIA EN MEXICO

El estudio y atencion de la rabia humana requiere de informacién veraz y
oportuna de los factores y condiciones que hacen posible su presentacion; de la
distribucién de la enfermedad, de los riesgos y los dafios que se generan ante los
casos y contactos con este virus (SSA, 1999).

En nuestro pais la transmisién se mantiene por que |a rabia es enzodtica en
los diferentes reservorios de los ciclos urbano y silvestre: el primero incluye al
perro, el cual adquiere la infeccién por individuos enfermos, tomando en cuenta la
libertad que tiene para deambular en la via publica. La segunda, transmitida por
animales silvestres, se diferencia en terrestre y aérea. Los reservorios son
camivoros como el zormillo, coyote, zormo; y la otra de gran importancia
epidemiolégica es la de tipo aéreo, transmitida al hombre y a otros animales de
sangre caliente por los quirdpteros, principalmente por el murciélago hematéfago
(SSA, 2001, SSA, 1999).

Hoy en dia en el medio rural mexicano el 50% de los casos de rabia en
humanos se debe a murciélago hematéfago, seguido por el zorro y el zorrillo
(OMS-OPS, 2000b; Loza-Rubio y Gémez Lim, 2004).

En 1989 en la cuidad de México, se detectaron 1046 perros rabiosos y se
reportaron cinco muertes por rabia humana. Para 1990 la rabia era un serio
problema de salud publica en la mayoria de los paises de Latinoamérica; los
paises que mas notificaban casos humanos en numeros absolutos eran México y

Brasil, con 69 y 73 defunciones, respectivamente. En los afios de 1990 y 1995 el
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Estado de México ocupd el primer lugar a nivel mundial en casos de rabia humana
y caning; y no fue sino hasta 1996 que en la ciudad de México no se registrd
ninguna muerte por rabia en humanos ( SSA 1996; Smith et al, 1996; Loza-Rubio,
1998b).

En el aflo 2000 el "Sistema Regional de Vigilancia Epidemiolégica de la
Rabia en las Américas” (SIRVERA), publico que en 1991 se presentaron 7,351
casos de rabia en permos y que en el affo 2000 disminuyd a 244 casos.
Evidentemente, a la par disminuy6 el nimero de humanos contagiados; ya que en
el afio 2001 SIRVERA report6 que los paises de las Américas notificaron 60 casos
de rabia humana, lo que representd una reduccion de 7,7% en relacion al afo
anterior y del 59,7% comparado con el promedio de los Uitimos diez aflos; donde
la mayoria de casos humanos fueron en Brasil, Ecuador, Haiti, Bolivia y El
Salvador. México, en el afio de 1991 presentd 48 defunciones, en el 2002 no se
presentd caso alguno y en el 2003 solamente hubo uno en humanos, en el Estado
de Chiapas, importado del Salvador (OMS- OPS 2000; OMS- OPS 2000b; OMS-
OPS 2001; Loza-Rubio y Gémez Lim, 2004).

Actualmente México ha logrado el control epidemiolégico de la rabia en
humanos debido a una serie de medidas que son importantes antecedentes en las
investigaciones de campo, clinicas y de laboratorio, para realizar y promover los
estudios epidemiologicos de caso, la notificacion oportuna, el analisis de los datos
y la publicacion técnica y cientifica (SSA, 1999, Vargas Pino, 2004).
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Entidad Federativa 2003 2004

| Aguscalientes - -
Baja Califomnia - -
Baja California Sur - -
Campeche - -
Coahuila - -
Colima - -
Chiapas 1 -
Chihuahua - -
Distrito Federal - -
Durango - -
Estado de México - -
Guanajuato - -
Guerrero - -
Hidalgo - -
Jalisco - -
Michoacan - -
Morelos - -
Nayarit - -
Nuevo Leétn - -
Oaxaca - -
Puebla - -
Querétaro - -
Quintana Roo - -
San Luis Potosi - -
Sinaloa - -
Sonora - -
Tabasco - -
Tamaulipas - -
Tlaxcala - -
Veracruz - -
Yucatan - -
Zacatecas - -
Total 1 caso 0 casos

Fuente: Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemiolégica (SUIVE) , Direccion
general de Epidemiologia (DGE) 2004.



A partir del afio de 1990 se incrementaron las actividades de vacunacion
antirrabica canina, incorpordndose dentro de las acciones masivas de proteccién a
la poblacién del pais con la "Semana Nacional de Vacunacion Antirrdbica Canina”,
estrategia que coordina la participacion Institucional y Sectorial, asi como de la

comunidad en sus grupos representativos (SSA, 1999).

Es necesario enfatizar los alcances conseguidos en los Ultimos afios en la

oportunidad, veracidad y calidad de la informacion para la morbilidad, la
mortalidad, los dafios y riesgos, que el Sistema Nacional de Salud a través del
Comité Nacional para la Vigilancia Epidemioldgica CONAVE, continuamente ha
fortalecido y que necesariamente han impulsado la vigilancia en Rabia Humana,
apoyada con los recursos del Sistema Unico de informacién para la Vigilancia
Epidemiolégica (SUIVE) para el manejo de la morbilidad; del Sistema Estadistico y
Epidemiologico de las Defunciones (SEED) para el registro de la mortalidad, en
este caso, con la participacion del INEGI y del Sistema de Informacion
Simplificada para la informacién de poblacion de las éreas rurales y el Registro
Hospitalario para la Vigilancia Hospitalaria (RHOVE) que capta, analiza y propone
alternativas para los conceptos de infeccion intrahospitalario; por 1o que respecta a
los casos en los animales, su registro se remonta a 1970, a través de fa Vigilancia
Epidemioldgica de la Rabia en las Américas (VERA), que coordina y opera la
Organizacion Panamericana de la Salud, actualmente a través de PANAFTOSA,
en los paises de la regién, mediante informes de periodicidad semanal y mensual
sobre registros de casos de rabia (SSA, 1999).
Por lo que respecta a las actividades de prevencion y control de la rabia, el
registro se lleva a través del Sistema de Informacion en Salud para Pobiacion
Abierta (SISPA), el cual permite precisar, entre otros, los porcentajes de personas
con tratamiento pre y post-exposicién, el nimero de muestras que se envian a
laboratorio para precisar un diagnéstico de rabia y el porcentaje de positivos, las
actividades de biolégicos antirrébicos (humano y canino), que se aplican las
unidades operativas de la Secretaria de Salud y que contribuyen en la vigilancia
epidemiolégica de esta zoonosis (SSA, 1999).
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5.2. SALUD PUBLICA

Los problemas sanitarios que se producen en la convivencia animal-
persona en los centros urbanos exigen, por la complejidad de los componentes
involucrados, una consideracion especial. Es sabido que el perro es uno de los
animales domeésticos que tienen mayor contacto con la especie humana; por ello
es importante mantener un 6ptimo control sanitario sobre esta especie, con el
objeto de prevenir los problemas de salud animal y a su vez disminuir el riesgo de
las enfermedades transmisibles al hombre (Morales et al, 2002).

En Ameérica latina los principales animales que transmiten la enfermedad
son los permos. Recientemente, los murciélagos hematéfagos, y los no
hematéfagos representan un problema creciente tanto para la salud publica , como
para la veterinaria (MNSAP, 2002; Loza-Rubio, 2003).

La epidemiologia es la ciencia que trata del estudio de la distribucién de las
enfermedades, de sus causas y de los determinantes de su frecuencia en el
hombre, asi como del conocimiento de la historia natural de la enfermedad y del
conacimiento de datos para una intervencién orientada al control o erradicacion de
ellas. Y es una disciplina integradora, ecléctica, que para estudiar la enfermedad
en poblaciones, aprovecha conceptos y métodos de otras disciplinas, tales como
la estadistica, la sociologia, la biologia, etc (ISP-SVSP, 2004).

La epidemiologia de la rabia humana refleja ia existencia de un reservorio
animal para el virus de la rabia y la oportunidad de que haya una interaccion
humano-animal, en el caso de la ciudad la convivencia tan estrecha existente
entre el hombre con los perros y/o gatos promueve la transmision de

enfermedades como lo es la rabia que es una enfermedad que se debe mantener
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en constante vigilacia epidemiologica, ya que se ha comprobado que cerca del
90% de los casos de rabia en el hombre son debidos a la transmision por el perro
y s6lo un 5% por parte del gato (Jackson & Wunner, 2002; Ortiz y Roy, 2002).

La Vigilancia Epidemiologica es el estudio permanente y dinamico del
estado de salud en la poblacion, tiene como propésito presentar altemativas para
la toma de decisiones. Desde el punto de vista operativo incluye la recopilacion,
ordenamiento y el andlisis de los dafios y riesgos en salud. El conocimiento
cientifico y la experiencia epidemiologica que considera a la rabia como un
problema vulnerable, con capacidad de eliminar las defunciones, cuando menos
para la especie humana, siempre y cuando se cuente con los recursos materiales.
El control efectivo y la informacién que proporciona la Vigilancia Epidemiolégica y
la Epizootiologica, respectivamente, pueden ayudar a obtener una comparacion
del costo beneficio y costo efectividad de las acciones de vacunacion antirrébica
en humanos y en perros como se vié en el periodo 1994 — 2000, segin el
Programa para la Prevencién y Control de la Rabia en México, donde los gastos
realizados fueron de $121,331 pesos en tanto que los beneficios esperados, en
afios de vida productiva ganados y gastos evitados, determinaron un ahorro
esperado de $195,916 pesos (SSA, 1999).

La rabia es una enfermedad de notificacion obligatoria en la mayoria de los
paises, y los casos positivos y sospechosos deben reportarse a la autoridad local
de Sanidad Animal (Valero, 1993).

Por otro lado, la deteccion de anticuerpos es importante para documentar la
prevalencia de una infeccién en individuos y poblaciones, asi como también el
realizar un diagndstico adecuado que pemite conocer la epidemiologia de la
infeccion viral y determinar las connotaciones que implica a nivel de salud publica.
La presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero de personas o animales
que han recibido inmunizacion antirrabica se relaciona con la proteccién contra la

enfermedad, por esta razén, su determinacion es de gran utilidad para la
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evaluacion del estado inmune del personal de riesgo, de los individuos
previamente vacunados por haber sido agredidos por un animal rabioso y para
realizar estudios seroepidemiolégicos (Crespo, 2000; Ribas et al, 2003).

El laboratorio ocupa un rol central en el control y prevencion de esta
enfermedad; donde la prueba de seroneutralizacién sirve para determinar la
cantidad de anticuerpos antirrabicos presentes en sueros humanos o animales
luego de las inmunizaciones preventivas. La vigilancia epidemilégica a nivel
nacional necesita de la ayuda del laboratorio para obtener informacion valedera
que permitan establecer programas de control a través de las diferentes
Direcciones Regionales de Salud (Lépez Ingunza et al, 2002).

53 PERSONAL DE ALTO RIESGO

Zoonosis, son todas aquellas enfermedades que se transmiten de modo
natural de los animales al hombre. Las enfermedades zoondticas son un extenso
nimero de las cuales se enumeran alrededor de 150 clases de infecciones e
intoxicaciones humanas que tienen reservorios en los animales. La mordedura de
un animal puede ser motivo de la transmision de la rabia; las picaduras de algunos
artrépodos como las garrapatas y varios insectos, pueden ser causa de
transmisién de algunas enfermedades peligrosas para el ser humano. Personas
dedicadas a actividades de tipo agropecuario pueden correr el riesgo de contraer
alguna enfermedad proveniente de un reservorio animal, como la came y sus
derivados. Los ganaderos corren el peligro de contagiarse, si antes no hacen un
andlisis del estado de salud de los animales. Agricultores, veterinarios,
trabajadores en empacadoras de productos vegetales y animales, tienen el riesgo
de infectarse de alguna enfermedad zoonética (Acha y Szyfres, 2001).
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La rabia continda siendo una de las zoonosis mas importantes en el mundo,
y representa un problema serio en muchos paises. Se trata de una enfermedad
infecciosa viral, aguda y de consecuencias fatales. Afecta principalmente el
sistema nervioso central (SNC) y al final produce la muerte en su victima. Sin
embargo, la rabia es la unica infeccion neurolégica que se puede prevenir por
vacunacién antes o después de una exposicion al virus. La eficiencia de esta
vacuna puede sar conferida antes de que el virus entre al cuerpo y alcance al
sistema nervioso (Lopez Ingunza et al, 2002; Jackson & Wunner, 2002; Chrisman,
1997).

En 1978, el Comité de Expertos de la OMS en Patrones Biologicos
establecieron el uso de las Unidades Internacionales (Ul) para evaluar la
respuesta de los anticuerpos seroneutralizantes conferidos por la vacuna
antirrabica (OMS, 2003).

En 1984, el Comité de Expertos de la OMS en Rabia ha sefalado que, en
ciertas condiciones, el virus fijo puede ser patégeno para el hombre y los animales
(Organizacién Mundial de la Salud,); ya que se conocen casos de rabia en
personas que recibieron vacuna antirabica mal inactivada y un caso por
inhalacién de virus al preparar una vacuna concentrada. Por esta razon, se deben
llevar a cabo pruebas serolégicas en una muestra representativa de animales y de
personas vacunadas, a fin de evaluar la inmunogenicidad de fa vacuna en el
terreno (OMS, 2003, Acha y Szyfres, 2001).

Todo personal que se desenvuelve en actividades relacionadas con el
manejo de animales susceptibles a la rabia y aun mas en areas epidémicas para
dicha enfermedad como son los Médicos Veterinarios, Técnicos en manejo de
perros y voluntarios en campafias de vacunacion canina son huéspedes
susceptibles de adquirir en determinado momento la enfermedad. Personas que
trabajan como guarda bosques, cazadores, estan expuestos a la mordedura de
animales silvestres, que pueden ser transmisores de la rabia. Personal que trabaja
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con animales de laboratorio ha sido afectado por enfermedades que les han
transmitido especies con ambientes aparentemente controlados, y en algunos de

los casos se ha producido la muerte en alguno de ellos (SSA, 1993).
Los grupos de poblacién de alto riesgo, se clasifican en (SSA 1993):

a) Personas de laboratorios, industrias o empresas que trabajan con el
virus de la rabia.

b) Personas de centros de trabajo dedicados a la atencion de animales
potencialmente transmisores de rabia (Centros Antirrébicos y Clinicas
Veterinarias)

c) Profesionales y personas que manejan regularmente animales tanto
domésticos en estabulacion o manejo intensivo, como silvestres en
Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre.

Las medidas de precaucién son importantes para cualquier persona que
tenga contacto con animales o muestras contaminadas con el virus de la rabia. Se
ofrecen varias recomendaciones generates que se deben llevar a cabo para evitar
desentaces fatales. Las principales medidas de precaucién son (Acha y Szyfres,
2001):

1. El personal que labora en los centros de alto riesgo debe de recibir un
tratamiento antirrébico preventivo.

2. Debe utilizarse ropa adecuada para trabajar (guantes, botas bata,
cubrebocas o, en su caso, un overol en vez de bata).

3. La herramienta de trabajo (cuchillos, bisturi, pinzas, sierra) deben ser
siempre los mismos.

4. Cuando se extrae la muestra de un cadaver para su anélisis, es
necesario deshacerse de él
incinerandolo; o si se trata s6lo de un cerebro hay que eliminarlo

después de algunos dias, luego de confirmar su resuitado.
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5. Después de concluida |la necropsia, debe procederse a la desinfeccion y
lavado del material y herramientas usados, asi como el drea donde se
trabajo (mesa y pisos).

6. Colocar la ropa de trabajo en un mismo sitio para evitar contaminaciones
en otras secciones del laboratorio.

7. Por ultimo, lavarse las manos; esta accion hay que hacerla también al
principio.

El Comité de Prevencion en practicas de inmunizaciéon (ACIP)
originariamente recomendd de rutina refuerzos de la vacuna cada 2 anos para
personal de alto riesgo en el afio de 1991. Sin embargo, se descubrié que el 10%
de los revacunados presentaban reacciones de tipo alérgica; asi que en 1999, el
ACIP cambio su recomendaciones de poner refuerzos cada 2 afios a la evaluacion
serolégica de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la rabia en personas de
alto riesgo; donde solo se revacunari4 a personas que presenten un nivel de
anticuerpos menor a 0.5 Ul/ml (Jackson & Wunner, 2002; SSA, 1993).

5.4. JURISDICCION SANITARIA CUAUTITLAN

La Jurisdiccion Sanitaria de Cuautitidn se encuentra ubicada en la calle
Ignacio Ramirez no.202, Barrio EI Huerto, en el municipio de Cuautitlan localizado

en la parte noroeste del Valle Cuautitian-Texcoco, al norte del Estado de México:
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Cuautittin Ocamnpe
1zcat

CUAUTITLAN g’"ﬁ

Tultitién

A esta Jurisdiccién Sanitaria, le compete atender casos rabicos de lo los
municipios de: Cuautitidn Izcalli, Cuautittin de Romerc Rubio, Tultitlan,
Tepozotlén, Tultepec, Teoloyucan, Melchor Ocampo y Coyotepec, municipios
representados en el siguiente esquema:

“+

TUEPANGD
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Los casos de rabia canina en estos municipios han sido:

Afo/munic | C. lzcalli Cuautitlan | Tultitlan | Tepozotlan

ipio

1997 4 casos 1 caso 10 casos 7 casos
1998 5 casos - 6 casos -
1999 - 1 caso 5 casos -
2000 - - 3 casos -

2001 1 caso - 5 casos -
2002 - - - 4 casos

Fuente: Archivos de ia Jurisdiccién Sanitaria de Cuautitian México.

En el afio del 2002 los municipios de Tultepec y Coyotepec presentaron
sais casos, respectivamente, mientras que el municipio de Melchor Ocampo cuatro
casos. Durante este mismo afio, en todo el Estado de México se reportaron 35
casos de rabia canina. En el municipio de Cuautitidn lzcalli aparentemente el
problema de la rabia en los seres humanos se ha podido controlar hasta el punto
que desde el aho 1996 hasta la fecha no se ha reportado casos de rabia en seres
humanos de este municipio. Sin embargo, se siguen reportando casos de rabia en
equinos, bovinos y principalmente en caninos en los municipios vecinos a
Cuautitlan Izcalli como Tultitidan y Tepozotlan, donde se reportaron 24 casos en el
2000, 20 casos en el 2001 y 16 casos en el 2002 (Quintero Garcia, 2004).

Esta zoonosis, continia presentdndose en los animales de estos
municipios, principalmente Tultitian. Esto es preocupante debido a que en
cualquier momento el humano se puede convertir en un huesped accidental;
incluyendo al personal que labora en Centros de alto riesgo si estos no presentan

un adecuado titulo de anticuerpos contra {a rabia. (Quintero Garcia, 2004)
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6. MATERIALES:

» Linea celular: BHK-21 (rifidn de hamster bebé)

» Solucién Salina Fosfatada (PBS)

» Tripsina al 0.01%

> Medio de crecimiento: Medio BHK-21 , Caldo Triptosa Fosfatado
(TBP), suero fetal bovino, bicarbonato de sodio y antibiotico (MEM).

» Conjugado antirrdbico, que es un complejo constituido por
anticuerpos contra ta rabia y un colorante fluorescente; ya sea
isotiocianato de fiuoresceina o chemicén.

» Campana de extraccion, refrigeradores de —70°C, -20°C y -4°C,
incubadoras de CO2 a 37°C, centrifugas, microscopio invertido de
luz blanca y de luz UV, placas de cultivo celular de 96 pozos o lab-
teck, micropipetas, etc.

» Virus de rabia cepa ERA.

» Sueros problema, en este caso coresponden a los que se me
proporcionaron por parte de la Jurisdiccion Cuautitlan.

» Suero control positivo o suero de referencia.

» Suero control negativo.
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7. METODOS:

74. PRUEBA RAPIDA DE INHIBICION DE FOCOS
FLUORESCENTES (RFFIT)

Se realizo de la siguiente manera:

En la primera laminilla se trabajé el suero problema, al primer pozo
que cormesponde a la dilucion 1:5 se le agregaron 75 pl. de MEM vy los
pozos siguientes, que corresponden las diluciones que van de 1:25 a
1:390625 se les afadieron 100 pl. de MEM a cada uno.

ESQUEMA 1
100 . MEM [y | 1625 133905& {3 100 p. MEM
100 MEM Ty | 1:125 |9:78125 | =3 100 1. MEM
100 MEM [=p | 1:25 [1:15625 | <=3 100 ui MEM
75U MEM [ [ 155 |q.3925 | <3100 4k MEM

Laminilia 1

En otra laminilla se trabajé el suero de referencia, las células control
(cc) y la titulacién de los virus. En el pozo inferior se agregaron 75 pl. de
MEM vy a ios siguientes cuatro pozos se les afiadieron 100 ul. de MEM.
(") Corresponde a la titulacion viral y por el momento no se le afade nada

(Esquema 2).
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ESQUEMA 2

100 ul. MEM [ [1:625 | (+)

100 i, MEM ::) 1125 ) titulaciones de fos virus
top MEM ) [ 128 | (9

75U MEM — | 15 (= 100 p MEM (co)

Laminitla 2

En los pozos quse contenian 75 pl. de MEM se le agregaron 50 ul. del
suero problema o suero de referencia segun cofrespondiera, se
homogenizé la mezcla y se transfirieron 25 ul. al siguiente pozo, y asi
sucesivamsnte hasta llegar a 1:390625 en el caso del suero problema y a
1:625 en el caso del suero de referencia.

ESQUEMA 3

Decantar 25 pl.

25 i
¥ g:) restantes Deschar 25 i
| | : restantes
25t G; %25 ul. 25 il
25 . 25 .
254,
25 4. G_g \\ Cﬁ 5 .
r"\ 25 .

50 pl. de suero 50 ptb. de suero
problema Laminilla 1 referencia Laminilla 2
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En los todos los pozos donde se realizaron las diluciones de los
sueros, se les afiadié 100 ul. del virus que en el microscopio de luz UV haya
presentado 20 focos fluorescentes, en este caso fue 10" Y en la laminilla
de referencia se agregaron 100 pl. de los tres titulos de los virus en forma
ascendente como se muestra en el esquema 4. E! pozo de células control
{cc), no se le agreg6 virus.

ESQUEMA 4

L::, 10
3 . = 3 10

10 ::’ 101
::j cc

Laminilla 1 Laminilla 2

10

{4 {1
!

Las laminillas se incubaron en una cdmara himeda con 0.5% de
€02 a 37°C por 90 minutos.

Al término de la incubacion, se agregaron 2 X 10° de células BHK-21
a todos los pozos. Se incubaron en una camara hiimeda con 0.5% de CO2
a 37°C por 20 hrs.

Despues de 20 hrs. se desechd el scbrenadante y se agregaron 100
#l. de@ PBS a cada pozo, decantando el PBS de una sola intencién. Las
laminillas se sumergen en acetona al 100% a ~20°C durante 30 minutos.
Las laminilias se secaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
agregaron 50 pl. de conjugado antirabico a cada pozo y se incubaron en
cimara humeda con 0.5% de CO2 a 37°C por 30 minutos.

86



Posteriormente las laminillas se enjuagaron dos veces con PBS y
una vez con agua destilada.

La lectura se realizé en un microscopio invertido de luz UV.

La interpretacion se llevé a cabo contando el nimero de focos fluorescentes
encontrados en cada dilucion.

7.1.1 METODO PARA CALCULAR LOS RESULTADOS DE LA
PRUEBA DE RFFIT

Los titulos se obtuvieron en diluciones; por ejempio el suero problema no. 1
se presentd de la siguiente manera:

1:5 0/20
1:25 0/20
1:125 0/20
1:625 20120
1:3125 20/20
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Estos resultados presentan la seronsutralizacion del virus hasta la dilucion
1:125, pero en la dilucion siguiente que es 1:625, los anticuerpos de este suero no

neutralizaron mas al virus de |a rabia.

Para este estudio se requirid transformar este titulo a Unidades
Internacionales (Ul). En el Anexo 1 se encuentra la tabla utlizada para éste

propésito. Siguiendo el ejemplo del suero problema no. 1, se buscd:

1:125 0720
1:625 20/20

La tabla (Anexo 1) da un nimero en la parte inferior que es: 280.
Obteniendo este nimero se utilizé la siguiente férmula:

Titulo en U.I. = 280/110

Donde 110 es un nimero constante obtenido a partir del susro referencia.

Por lo tanto, el titulo del suero problema no.1 es = 2.5 Ul



7.2 PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION (SN) EN PLACA DE 96
POZOS

La placa se dividié en seis secciones, como lo muestra el esquema 5.

Con una pipeta multicanal se agregaron 60 ul. d@ MEM en log pozos de las
seccionss que corresponden las diluciones de los tres sueros problema, suero
control positivo y suero confrol negativo. Los pozos que corresponden a los
titulos de los virus no se les agregd nada, por 8l momento.

ESQUEMA 5
Suero problema 1 Suero problema 2 Suero problema 3
A A
s Y 2\
1:256 @ @ @ @ 1:256
1:84 @ @ 1:64

1:4

O O00O0
0000

1:64

O
OO
@@_ 1:43
@ @ 10
OO0O0OOO|"

“0000D00OPOO O]

J /
Y \ J Y
Y

Suero contrel negative  Suero control positivo  Titulaciones de los virus
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Se agregaron 20 pl. de suero problema o sueros control positivo y
negativo, seguin fuese el caso y se homogenizo la mezcla transfirisndo 20
ul. al siguiente pozo hasta llegar a la dilucién 1:256.

ESQUEMA 6

Deschar 20 yl.
Deschar 20 . 20 yl. de suero probiema 2 restantes Cﬁ

(7 retates Ja N
w@|000000000OO0O0|5=
w0000 00000000|x=
w0000 00000000|xq>

na0an 000000000000

problema 20 yl. de suero

00000000000 0|
~»|000000000000
000000000000
000000000000
T0000000

20 pl. de suero control 20 pl. de suero control
negativo positivo

A cada pozo se le agrego 6C il del virus que en el microscopio de luz
UV haya presentado 20 focos fluorescentes, en este caso fue 10 1. En los
16 pozos que corresponden a los diluciones de los pases de! virus se les
agregan 60 pl. del pase del virus que les corresponde, de manera

ascendente come se indica en el esquema 5 .



La placa se incubd en camara humeda con 0.5% de CO2 a 37°C,
durante 90 minutos.

Al término de la incubacién se agregaron 1 X 10 células BHK-21 en
cada pozo y la placa se incub6 en camara humeda con 0.5% de CO2 a
37°C.

Después de 48 hrs. se deseché el sobrenadante y se le agregaron
100 pl. de PBS para enjuagarios. EI PBS se decantd. Se agregd acetona al
75% a cada pozo y se incub6é a —20°C, durante 30 minutos.

Se desechd y se dej6 secar la placa durante 30 minutos. a
temperatura ambiente. Se agregaron 50 pl. de conjugado a cada pazo y la
placa se incubd en camara humeda con 0.5% de CO2 a 37°C.

Después de 30 minutos, se desechd el conjugado y se enjuagaron
los pozos dos veces con PBS y posteriormente dos veces en agua
destilada.

La lectura se realizd en un microscopio invertido de luz UV vy

consistié en tomar como positivo al pozo que presente uno o varios focos
fluorescentes y negativo al que no los presente (ESQUEMA 7).
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1:256
1:64
1:16

1:4

1:256

1:64

1:4

Donde:

ESQUEMA 7

Suero problema 1 Susero problema 2

A

Suero problema 3

A

AVA
|

00 ' D

000EO000000® | =
000800000000 -
YYYor YY YoI XYY Y IE
ooocoooo.ooo“

it —— - e wm mm = = o wm —

0000DOOe|
0000000000 @«
00000000000

000Q 0OQQ|«
Y

Y \ J
Yo

Suero control negativo  Suero control positivo

Pozo positivo (con focos fluorescentes)

Pozo negativo (sin focos fluorescentes)

Titulaciones de los virus
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7.2.1 METODO PARA CALCULAR LOS RESULTADOS DE LA
PRUEBA DE SN EN PLACA:

Para la interpretacion de los resultados se uso el “Método de Reed &

Muench® (Morifla, 1991), por ejemplo, usando del suero no.1, se realiz6 el

siguiente cuadro:

Dllucién N P TN TP NA %
1: 4 4 0 11 0 11 0
1:16 3 1 7 1 8 12
1: 64 2 2 4 3 7 43
1: 256 2 2 2 5 7 71

Donde:

N = Nimero de pozos negativos

p

= Numero de pozos positivos

TN = Total de negativos. Se sumé acumulativamente hacia arriba.

TP = Total de positivos. Se sumé acumulativamente hacia abajo.

NA = Numero acumulativo. Suma horizontal de TN y TP.

%

de unaregla de tres:

= Porcentaje de focos fluorescentes encontrados. Se obtuvo por medio
Si 8 (NA) es a 100%, & cuénto % equivale 1(TP)?

La formula para obtener el titulo del suero protector o dosis protectora es:

Dp = 50 ~dm
DM-dm
Donde:
dm = % menor DM = % mayor
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Por lo tanto:
Dp=50-12 =0.6

71-12

El resultado se multiplico por 0.7 que es el logarltmo del factor de dilucién y
que es un nimero constante.
0.6 X0.7 =0.42

A este resultado se le sumo el logaritmo de dilucion que protegid mas del
50%,que en este caso fue la dilucién 1: 256 (log 256 = 2.40)

042 +2.40=2382

- Por lo tanto, aqui se deduce que los anticuerpos del suero no. 1 tiene un

titulo de proteccion que llega hasta la dilucién 1: 282.

El resultado en U.l. se realizd de acuerdo Smith et al, 1996; en donde:

U.lL. de la muestra =
titulo en dilucién del suero problema X titulo en Ul del suero

titulo en dilucién del suero referencia referencia

Como se mencion6 el titulo en Ul para el suero referencia es de 2; por lo

tanto:
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U.l. del suerono.1= 282 X 2
125

U.l. del suero no.1 = 4.5

7.2 METODO ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en Ul./ ml de los 40 sueros problema trabajados
con las dos pruebas anteriores, se sometieron ai estudio estadistico de
Correlacidon de Pearson y Correlacion de Spearman. Y fueron analizados
mediante el paquete estadistico “NWA STATPAK’ (Lépez Bafios B. y
Chavez Gomez M. E_, 1994).
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8. RESULTADOS:

Al inicio del estudio, el personal de los Centros de alto riesgo firmé una
carta de aprobacion para participar en el mismo (ANEXO 2) y contestaron la
encuesta mostrada en el ANEXO 3.

Se obtuvieron 40 muestras sanguineas por puncién de la vena humeral o braquial.
En el laboratorio se separaron los sueros a trabajar, los cuales fueron:

e 28 sueros de personal vacunado contra la rabia que labora en los
antirébicos que pertenecen a la Jurisdiccion Sanitaria Cuautitién
(Cuautitién, Cuautitlan Izcalli y Tultepec).

e 11 sueros de personal vacunado contra la rabia que labora en el laboratorio
del Proyecto de Rabia del Centro Nacional de Microbiologia Animal
(CENID-Microbiologia Animal) de! Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

e Adicionalmente se colecté el suero de una persona sin vacunacion

antirrébica, el cual fungié como el suero control negativo.
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Tabla 1. Resultados obtenidos de los 40 sueros problema, y variables

analizadas mediante RFFIT y seroneutralizacion.

SNen Lugar
Numerode | RFFIT placa donde | Meses Edad en Dias
suero (Ul/ml) | (UUml) | labora |laborando| Sexo aflos |postvacunacion

1 2,5 4.5 2 1095 1 62 1095
2 14,5 3.2 2 20 1 25 547
3 86,7 16,4 2 84 1 47 972
4 28,4 44 2 48 2 27 012
5 25 4,5 2 30 1 28 912
8 11,8 4,9 3 48 2 28 242
7 46,4 4,1 3 72 1 25 242
8 10 4.1 3 18 1 25 242
9 83,7 6,2 3 46 1 29 242
10 25 16.4 3 36 1 39 242
1 51,8 16,4 3 84 1 34 242
12 63,7 16,4 3 24 1 23 242
14 9.1 16,4 3 80 1 37 1002
16 6,7 34 3 84 1 31 242
16 415 16,4 3 21 1 24 242
17 65,45 59 3 72 1 54 242
18 49,1 16,4 3 120 1 36 1098
19 54,5 44 3 36 1 27 837
20 0,6 6.3 4 36 1 37 10480
21 5.4 3.4 4 72 1 40 5
22 90,9 16,4 4 84 1 41 180
23 32,7 3.2 4 48 1 28 180
24 3.5 3,2 4 4 1 3 24
25 7,3 48 4 3 1 22 24
26 86,4 43 4 3 1 23 24
27 24,5 16,4 4 84 1 44 150
28 38,2 46 4 24 1 24 150
29 57 1.9 1 24 2 25 730
30 12,7 49 1 30 2 25 880
31 29 44 1 24 2 28 575
32 12,7 3 1 348 1 60 1095
33 11,8 44 1 9 2 26 240
34 25 3,2 1 36 2 50 1085
35 11,8 44 1 204 2 40 365
36 12,7 3 1 2 2 35 15
37 63,6 16.4 1 1 1 24 10
38 1.8 3.2 1 1 1 58 13870
39 25 5.9 1 36 2 26 1005
40 12,7 3.1 1 3 1 24 20
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La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos de los 40 sueros problema y sus
variables analizadas, obtenidas de las encuestas realizadas a los donantes; en las
columnas que corresponden al lugar donde labora y el sexo, se les asigné un
nimero con el fin de correr el programa estadistico; como puede observarse en

las siguientes lineas:

El lugar donde labora:
1. Cuajimalpa, 2. Cuautitién, 3.Cuautitién lzcalli y 4. Tultepec
El sexo:

1. Masculino y 2. Femenino

En la Tabla 1 se observan 39 sueros que se trabajaron en el laboratorio; ya
que el suero no0.13 se elimind de este estudio debido a que la muestra se
encontraba muy hemolizada y no se pudo obtener su lectura. Los 39 sueros
restantes como se muestra en la Tabla 1 se encuentran con un nivel de proteccion
mayor de 0.5 Ul/ml. Sin embargo, por medio de la prueba de RFFIT el suero 20
presenté un titulo de 0.6 Ul/mi, el cual pertenecia a un hombre de 37 afios del
Antirrabico de Tultepec; el cual no se habia revacunado desde hacia cuatro afos y
el suero 29 que por medio de la prueba de SN en placa present6 un titulo de 1.9
Ul/m|, el cual pertenecia a una mujer de 25 afios del laboratorio del INIFAP |a cual
no se habia revacunado desde hacia dos aflos. Ambos son los Unicos que se
acercaron al titulo de no proteccion de 0.5 U.L

La tabla 2 presenta las correlaciones de las variables con un grado de error
del 0.05%, por lo tanto un grado de confiabilidad del 95%. El grado de asociacion
entre las variables se cuantificaron mediante el calculo de un coeficiente o indice
de correlacion que se valora o rectifica por medio de una sencilla prueba de
hipétesis, basada en la distribucion o tabla T de Student (Daniels, 2002); la cual
dio un valor de 2.0211; esto significa que si las variables correlacionadas
presentan en la prueba T, valores mayores o iguales a 2.0211 son correlaciones

reales o verdaderas; y si son valores menores a 2.0211 son correlaciornes faisas.
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Tabla 2. Resultados obtenidos a partir del estudio estadistico:

Significancia | Indice de Significancia
Indice de de la correlacion de fa
Variables | correlacion | Prueba T | correlacién de Prueba T | correlacién
relacionadas| de Pearson | (Pearson) | (Pearson) Spearman | (Spearman) | (Spearman)
1-2 .41 2.7676 | verdadera .38 2.4367 | verdadera
1-3 19 1.1930 falsa .27 1.6999 falsa
1-4 -.09 -.5622 falsa .10 .6041 falsa
1-§ -.23 -1.4399 falsa .002 1.4574 faisa
1-6 -.16 -.9864 falsa -.25 -1.5814 falsa
1-7 -11 -.7255 falsa -.33 -2.078 | verdadera
2-3 .18 1.1151 falsa .24 1.5036 falsa
2-4 -.08 -.5071 falsa .05 .3352 falsa a
2-5 -.36 -2.4041 | verdadera .53 3.1882 | verdadera
2-6 .01 0777 falsa -.03 -.21263 falsa
2-7 -.13 -.8280 falsa -.006 -.0403 falsa
Donde:

Variable 1 = Titulo de anticuerpos obtenido por la prueba de RFFIT.

Variable 2 = Titulo de anticuerpos obtenido por la prueba de SN en placa.

Variable 3 = Ubicacién del Centro de Alto Riesgo donde labora la persona.

Variable 4 = Meses laborando en el Centro de Alto Riesgo.

Variable 5§ = Sexo

Variable 6 =

Variable 7 = Dias postvacunacion

Edad

Por lo tanto, las correlaciones encontradas fueron:

A) Con la Prueba de Pearson:

« Titulo de anticuerpos de la prueba de RFFIT con titulo de anticuerpos de la

prueba de SN en placa, con un indice de correlacion de: .41

= Titulo de anticuerpos de la prueba de SN en placa con el sexo, con un

indice de correlacion de: .37
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B) Con la Prueba de Spearman:

= Titulo de anticuerpos de la prueba de RFFIT con titulo de anticuerpos de la

prueba de SN en placa, con un indice de correlacion de: .39

= Titulo de anticuerpos de la prueba de RFFIT con el tiempo postvacunacion,

con un indice de correlacion de: .33
s Titulo de anticuerpos de la prueba de SN en placa con el sexo, con un
indice de correlacion de: .53

Estas correlaciones gréficamente se expresaron de la siguiente manera:

GRAFICA DE DISPERSION NO.1
Correlacién (RFFIT - SN)
Y
20
* ®e @ *
15
10
5 0.0.0‘ * |
.
0 T 1 T T T x
0 100 200 300 400 500
Donde:
Eje X = RFFIT Eje Y= SN en placa
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GRAFICA DE DISPERSION NO.2

Correlacion (SN - Sexo)

Y
2.5 -
2 — * * L 2 ] *
1.5 4
1 “we oud L2 4 *
0.5 -
0 —T 7 T X
0 5 10 15 20
Donde:
Eje X = SN en placa Eje Y= Sexo
GRAFICA DE DISPERSION NO.3
Correlacion (RFFIT - T.postvacunacion)
Y
15000 OO PO O PO ot - N PP PP
»
10000
5000 A
0 Mindte o : . e X
0 100 200 300 400 500
Donde:
Eje X =RFFIT Eje Y= Tiempo post-vacunacién
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De los 40 encuestados en este estudio 39 reportaron haber sido
vacunados o revacunados la Ultima vez con la vacuna de células VERO, y solo
uno, el suero no.38 que pertenecia a un hombre de 58 afios del laboratorio del
INIFAP, reporté haber sido vacunado hace 38 afios con la vacuna DEV

{embrién de pato).

De los 40 encuestados, 36 reportaron nunca se habian realizedo el
examen de titulacion de anticuerpos contra la vacuna de la rabia y 4 personas
que laboran en el laboratorio del Proyecto de Rabia del Centro Nacional de
Microbiologia Animal (CENID-MA), ya que ahi tienen el material para realizarse
la prueba.
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9. DISCUSION:

Los sueros problema estudiados presentaron un nivel de proteccién 6ptimo
(> 0.5 Uliml), o sea, el 100% de las muestras cumplen con las recomendaciones
que pide la OMS en la 13.a Reunién Interamericana a Nive! Ministerial en Salud y
Agricultura (OMS-OPS, 2003).

La correlacién encontrada con la prueba de RFFIT y la prueba de SN en
placa es verdadera y aceptable, debido a que ambas pruebas estadisticas lo
comprueban a través de la prueba T, con un valor mayor a 2.0211. En la
GRAFICA DE DISPERSION NO.1 los resultados se encuentran representados por
amba de las 0.5 Ul/ml distribuidos en dos grupos de separacion, y esto se debe a
que en la prueba de SN en placa (eje de las Y), diez de los sueros estudiados
(25%) se encuentran por arriba de la 16.4 Ui/ml y 29 de los sueros estudiados
(75%), se encuentran entre las 3 y 6 Ul/ml. La distribucién de los sueros
representados con la prueba de RFFIT presenta una distribucién mas homogénea
(eje de las X), o sea no se divide en grupos, ya que 38 de los sueros estudiados
(97%), se encuentran entre los 0.6 y 90.9 Ul/imt; con excepcién de uno (3%) el
suero nuimero 16, que presenté el mas alto nivel de anticuerpos contra rabia con
un valor de 415 Ul/ml. El suero nimero 16 pertenece a un hombre de 24 arios de
edad, que tiene 8 meses de haberse vacunado y que labora en el antirréabico de
Cuautitlan lzcalli como técnico en manejo de animales; y su capacidad de
seroconversion resultd ser la mas alta y la(s) variable(s) que lo determinan
posiblemente son factores intrinsecos, ya que individuos con edad, sexo,
ocupacién, érea de trabajo y tiempo post-vacunacion similares no alcanzaron tan
altos niveles de anticuerpos como el de este individuo. Ribas et al, 2003,

menciond que asi como la naturaleza diferencia a cada individuo, también lo dota
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de diferentes mecanismos de respuesta inmune con respecto a los factores
intrinsecos, extrinsecos y/o exdgenos, ya sea por evolucién o por genética;
haciendo que cada individuo responda diferente a las vacunaciones o a la
exposicion del virus de la rabia.

Las diferencias entre los resultados de la prueba de RFFIT y la prueba de
SN en placa pueden deberse a que en la técnica de RFFIT las diluciones son
quintuples llegando hasta la dilucién 1: 390625 lo que amplia su capacidad de
deteccion de anticuerpos neutralizantes; mientras que la técnica SN en placa son
diluciones cuadruples que solo llegan hasta 1:256, reduciendo su capacidad de
deteccién de anticuerpos contra rabia de los sueros; y esto se observa al ver que
la lectura no puede ir mas alla de las 16.4 Ul/ml, cuando en realidad ei suero
presenta un titulo mayor. La OMS en el afio del 2003, recomendd reemplazar de la
prueba de SN por la de RFFIT, debido a que esta tiltima es mas répida y sensible.
Lo cual se confirma por lo descrito por Meisner, 1897, donde compar6é ambas
pruebas; resultando que RFFIT era la prueba més répida y menos tediosa que la
de SN en placa. Afirméndose que hasta en la lectura, la prueba de RFFIT resuita
mejor por que los campos permiten una cuantificacion facil y efectiva de los focos
fluorescentes, ya que la prueba de SN en placa en lugar de ser una prueba
cuantitativa es una prueba cualitativa, ya que se toma positivo al pozo que

presente ya sea uno o incontables focos fluorescentes, o cual es algo paradgjico.

Cliquet et al, 1997, adapt6 la prueba RFFIT a una placa de 96 pozos a la
que llamé “prueba de anticuerpos virus neutralizantes fluorescentes® (FAVN);
compar6 los resultados de ambas pruebas encontrando un indice de correlacién
de 0.86. Dentro del desarrollo de esta tesis también, de forma adicional, se traté
de estandarizar RFFIT en placa de 96 pozos, y se observé que la titulacién de los
sueros con cada prueba diferian ligeramente, por ejemplo el suero nimero 20 con
RFFIT en lab-teck presenté un titulo de 0.6 Ul/ml y con RFFIT adaptado a placa de
96 pozos presenté 0.2 Ul/ml; 1o cual en este caso representa que con la prueba
de RFFIT en placa de 96 pozos, esta persona no esta protegida e influye en la
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decision del reporte, ya que en este caso pasa a ser de un suero positivo en
RFFIT desarrollada en fab-teck a un suero negativo con la prueba de RFFIT en
placa de 96 pozos. Para los demés sueros no implicé mucho cambio, ya que estos
se encontraban muy afriba de los 0.5 Ul/iml y seguian siendo positivos a la
presentacion de anticuerpos contra rabia con la prueba de RFFIT en placa de 96
pozos, aunque ligeramente menor con respecto a los resultados obtenidos con la
prueba de RFFIT desarrollada en lab-teck.

La lectura de la prueba de RFFIT en la placa de 96 pozos, al igual que en
la prueba de SN en placa se dificulté debido a que el campo de observacion es
reducido y profundo.

En cuanto a costos, la prueba de RFFIT resulta costosa ya que cada
laminilla (Lab-teck) por unidad cuesta aproximadamente $150.00 pesos, sin
embargo, la seguridad en sus resultados lo valen en comparacion de la técnica de
SN que resulta mas barata. Por esta razén se intenté estandarizar la prueba de
RFFIT en placa de 96 pozos. Sin embargo, la prueba de SN en placa y RFFIT
adaptado a placa de 96 pozos, son métodos que arrojaron resultados validos,
aunque no tan precisos como fa prueba de RFFIT en Lab-teck.

Cliquet et al, 2000, demostrd que a través de la prueba ELISA se obtenian
resultados confiables a partir de muestras contaminadas de animales muertos; ya
que con estas muestras contaminadas la prueba de RFFIT y SN en placa se
presentaban casos de “falsos positivos”. ELISA es otro método que no desarrolld
en esta tesis, pero puede ser otra opcion de diagnéstico, con la cual posiblemente
se obtienen resultados maés certeros, segin como lo mencionan Cliquet vy
colaboradores; ya que en el desarrollo de esta tesis el suero numero 13 se
descart6 al estar muy bemolizado, y tal vez con la prueba de ELISA si podria

haberse leido.

La correlacién que present6 la prueba de RFFIT y la prueba de SN en placa
con respecto al sexo, ambas pruebas estadisticas (paramétrica y no paramétrica)
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lo comprueban permitiendo notar que de los 39 sueros, 10 pertenecian a mujeres
con una media aritmética de 10.28 Ul/ml con la prueba de RFFIT y de 4.14 Ul/m|
con la prueba de SN en placa. Y los 29 sueros restantes pertenecian a hombres
con una media aritmética de 46.67 Ul/ml con la prueba de RFFIT y de 8.38 Ul/ml
con la prueba de SN en placa. La GRAFICA DE DISPERSION NO.2 muestra en el
eje de las “Y" dos grupos de separacion donde 10 sueros que pertenecen a
hombres se encuentran en el grupo de mayor seroconversion con 16.4 Ul/mi, y
otro segundo grupo que se encuentra entre los entre las 3 y 6 Ul/mi; lo cual
también se observo en la GRAFICA DE DISPERSION NO.1.

Por lo tanto en esta tesis, los hombres presentaron una mayor capacidad de
seroconversion contra rabia con respecto al sexo femenino. Esto contradice lo ha
mencionado por Briggs et al 1999, que mencionaba que las mujeres presentan
una concentracion de anticuerpos contra rabia 1.3 veces mayor a la
seroconversion presentada por los hombres y Ribas et al 2003, que demostré que
de 22 mujeres vacunadas solo una (4.54%) no seroconvirtié y de 17 hombres
vacunados tres (17.65%) no seroconvirtieron. El sexo es un factor intrinseco, que
como podemos ver la naturaleza provee al sexo femenino una mayor capacidad
de produccibn de anticuerpos contra rabia con respecto a los hombres,
posiblemente influenciado por factores genéticos en las mujeres; sin embrago, en
esta tesis la variable sexo no favorecié a las mujeres al no existir una poblaciéon
significativamente grande y homogénea entre hombres y mujeres, lo cual influyd
de manera marcada en los resultados de este trabajo. Mansfield et al, 2004,
menciona que la variable sexo con respecto a la seroconversion contra la vacuna
de rabia si es significativa en gatos; mientras que en perros el sexo no presenta
efectos significativos.

La correlacion encontrada con la prueba estadistica no paramétrica de
Spearman entre la prueba de RFFIT y el tiempo post-vacunacion, es una
correlacion que no se encontrd con la prueba estadistica paramétrica de

Pearson. La estadistica no paramétrica se puede usar en sustitucién de las prueba
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parametricas si se sospecha que por lo menos una de las variables con las que
hemos trabajado no se ha tomado en cuenta y que si tiene relevancia para el
estudio; y en este caso fue la variable de tiempo post-vacunacién. Lord et al en
2001, mencioné que con el tiempo diminuyen los anticuerpos contra rabia
quedando solo las células de memoria las cuales se activan al volver a estar en
contacto con el antigeno rabico, ya sea por vacunacion o exposiciéon al mismo
virus. Ceddia et al, 1982 y Mastroeni et al, 1994; mencionaron que el factor tiempo
post- vacunacién de la misma manera se relaciona, la edad de las personas y a
todos los demas factores que forman una ola de respuestas diferentes en cada
individuo. Lo mencionado anteriormente concuerda con la mayoria de los sueros,
sin embargo, se encuentra el caso del suero nimero 38 que pertenecia a un
hombre de 58 afios que hacia 38 afios no se revacunaba, y el cual
presumiblemente presentd un nivel de anticuerpos satisfactorio para laborar en el
laboratorio; lo cual hace pensar que la vacuna DEV (vacuna de embrion de pato),
al menos el lote que él recibié, no se sabe cual, le confirié una seroconversién
altamente satisfactoria tanto que después de casi 4 décadas aun los protege
contra la rabia.

La GRAFICA DE DISPERSION NO.3 nos muestra una distribucion mas
homogénea ya que la gran mayoria de los encuestados se encontraban entre los 5
y 1095 dias ( 3 arfios) post-vacunacion; con excepcion de dos sueros, el numero
38 que es el mas alejado en el eje de las “Y” y el nUmero 20 con 4 afios post-

vacunacion, el cual fue el suero con menor titulo de todos presentando 0.6 Ul/mi.

Como ya se menciono, es relevante conocer y notificar todos aqueilos
factores intrinsecos, extrinsecos y exdgenos que aumenten o diminuyan ia
capacidad de responder contra agentes como la rabia, ya que de esta manera se
sabra como se puede comportar un individuo vacunado que este en contacto con
el agente. Aunque lo importante es encontrar el nivel de proteccion adecuada
contra esta enfermedad zoon6tica; si no hay una seroconversion adecuada la

tarea es encontrar los factores o variables que afectan a su respuesta inmune y si
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es posible eliminarios para asi obtener una respuesta inmune aceptable y
protectora. De no ocurrir asi seria recomendable alejar a las personas que
presenten una “inmunidad desconocida” ya que este grupo de personas responde
por razones desconocidas con bajos o nulos niveles de anticuerpos contra rabia,
y corren peligro al desempefiarse en Centros de alto riego donde se trabaja con
este virus, aunque no se descarta que dicha susceptibilidad seguira constante alin
no trabajando en estas areas de trabajo (Ribas et al en 2003; SSA, 1993).

La OMS y SSA a través de la Norma Oficial Mexicana recomiendan que el
personal que labora en Centros de alto riego, debe realizarse un estudio de
anticuerpos contra rabia tres semanas después de terminar el esquema de
vacunacion y en el caso que no se demuestre el nivel previsto de anticuerpos
(>0.05 Ul/ml), se aplica una dosis adicional, tres semanas después se debe repetir
la prueba de titulacién de anticuerpos. Si el resultado es todavia inferior, se
recomienda que el individuo no labore en actividades con exposicion al virus. Se
debe efectuar la titulacion de anticuerpos cada seis meses en personas que
trabajan con el virus, como los laboratoristas, y cada afio en el personal que
manipula animales potencialmente transmisores como lo es el personal que
labora en antirrabicos; en ambos casos, si los niveles de anticuerpos estan por
debajo de la cifra indicada, se aplicara otra dosis, repitiéndose el procedimiento de
titulaciéon para verificar su incremento. Pero en realidad el procedimiento a seguir
no es asi, porque ninguno de los individuos encuestados reportaron haberse
realizado un examen de titulacion de anticuerpos a las tres semanas post-
vacunacién y tampoco al afio; lo cual es preocupante porque en realidad estos
individuos no saben si quedaron realmente inmunizados a las tres semanas post-
vacunacion, y tampoco al afio saben si se encuentran aptos para trabajar en
contacto con el virus. A través de esta tesis se busca que el personal de alto
riesgo tenga acceso en informacion de los examenes de laboratorio que se
realizan para conocer su titulo de anticuerpos contra rabia, los cuales presentan
una confiabilidad arriba del 90% con pruebas como son SN y RFFIT, entre ofras;

para asi revacunar al personal cuando lo requiera.
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Se reporta que las vacunas de cultivo celular en algunas personas pueden
tener efectos colaterales de tipo inmune, la gran mayoria de los encuestados en
este estudio notificaron haber sido vacunados con la vacuna VERO y solo dos
personas mencionan haber tenido dolor muscular y dolor de cabeza; pero si se
presentd el caso del suero nimero 35, el cual reportd que su primera vacunacion
fue con la vacuna Fuenzalida sin reacciones adversas y en su revacunacion con la
vacuna VERQ, present6 alergia a ésta vacuna provocandole una pardlisis flécida
que la mantuvo en cama por un mes; el médico al ver este padecimiento al
siguiente afio recomendd solo revacunaria con la vacuna de células diploides o de
fibroblastos de pollo, aunque debido a su escasez se le ha aplicado la vacuna
VERO a la mitad de la dosis y la otra mitad a los 15 dias, respondiendo bien, sin
presentacion de reacciones adversas. Posiblemente, convendria que esta
persona se revacune con los esquemas intradérmicos ya que son dosis minimas,
lo cual posiblemente reduzca su capacidad de responder negativamente a la
vacuna, sin disminuir su capacidad de seroconversion.
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10. CONCLUSIONES:

El conocer y estar informado de aquellas enfermedades gue podemos
adquirir a través de nuestro trabajo es fundamental para desarrollamos eficaz y
activamente como buenos profesionistas; ya gque actualmente gozamos de un
desarrollo cientifico y tecnolégico que nos pemmite prevenir enfermedades como la
Rabia.

Sin embargo, aan faltan unas cuantas piezas de este rompecabezas
epidemiologico sobre todo en paises donde la rabia es endémica como México.
En nuestro pais, en este afo se han reportado cero casos de rabia en humanos,
pero no se puede decir lo mismo de la rabia que alin existe en especies de vida
silvestre como el murciélago hematéfago o vampiro, los cuales son reservorios
peligrosos e importantes para la supervivencia del virus de la rabia, la cual se
transmite principalmente a los animales domésticos como son los perros y el
ganado de los medios rurales; y en cualquier momento de manera incidental o
accidental pueden encontrarse infectados por este virus y a su vez transmitirlo a
un humano.

E! poder encontrar a estos reservorios y ermradicarios, es una tarea dificil
pero tal vez no imposible, y como Médico Veterinario es importante ser pieza ciave

del diagnéstico, prevencion y tratamiento de la rabia.

El personal del Antirrabico de Cuautitldn, el Antirrabico de Cuautitién lzcall,
el Antirrébico de Tultepec y del laboratorio del Proyecto de Rabia del Centro
Nacional de Microbiologia Animal (CENID-Microbiologia Animal) del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP);
presentaron un 100% de seroconversion contra rabia, con titulos mayores a 0.5
Ul/ml.
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10.1 RECOMENDACIONES

Siempre que sea posible, debe verificarse la presencia de anticuerpos

neutralizantes de virus en personas vacunadas, empleando suero colectado

minimo a las 3 semanas después de la Ultima dosis. Se recomienda la

observacién de las siguientes pautas en la administracion de inyecciones de
refuerzo (OMS 2003):

Todas las personas que trabajan con virus rabicos vivos en un
laboratorio de diagnoéstico, investigacion o produccion deben
someterse a prueba serologica para determinar la existencia de
anticuerpos neutralizantes del virus rabico cada seis meses, y deben
recibir inmunizacién de refuerzo cuando el titulo sea menor de 0.5
Ul/ml. Las autoridades responsables deben asegurarse de que todo
el personal esté debidamente inmunizado.

Todas las otras personas expuestas a riesgos continuo a la rabia
deben vacunarse y someterse a prueba seroloégica en busca de
anticuerpos neutralizantes del virus rabico minimo cada afio; y deben
recibir inmunizacion de refuerzo cuando el titulo sea menor de 0.5
Ul/mli.
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ANEXO 2

CARTA DE APROBACION DEL DONANTE PARA SU TOMA DE
MUESTRA

La rabia es la unica infeccidon neurolégica que se puede prevenir por
vacunacion después de una exposicion al virus.

En 1990 ia rabia era un serio problema de salud publica en la mayoria de
los paises de Latinoamérica. Los paises que mas notificaban casos humancs en
nimeros absolutos eran México y Brasil, con 69 y 73 defunciones. El Sistema
Regional de Vigilancia Epidemiolégica de la Rabia en las Américas (SIRVERA) en
el afio 2001 reporté que los paises de las Américas notificaron 60 casos de rabia
humana, lo que represento una reduccién de 7,7% en relacion al afio anterior y del
59,7% comparado con el promedio de los Uitimos diez aros; donde la
preponderancia de casos humanos fueron en Brasil, Ecuador, Haiti, Bolivia y El
Salvador, ya que en México, solo fueron siete los casos de rabia humana.

Pero hoy en dia México ha logrado el control epidemiolégico de la rabia en

humanos, al no presentarse ninglin caso en 2002 y sélo uno durante 2003.

JUSTIFICACION:

Esta carta se realizé bajo el REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE
SALUD EN MATERIA DE INVESTIGACION PARA LA SALUD la cual afirma que
toda investigacion se ajustara a los principios cientificos y éticos que la justifiquen,
en la que el ser humano que sea sujeto de estudio, debera prevalecer el criterio

del respeto a su dignidad y la protecciéon de sus derechos y bienestar.



Con los resultados de esta investigacion se busca impulsar a los municipios
de este y otros estados a que el personal de alto riesgo de los antirrabicos, se les
practique titulacion de anticuerpos seroneutralizantes contra rabia, lo cual asegura

la proteccion de sus trabajadores.

Los grupos de poblacion de alto riesgo, se clasifican en:

d) Personas de laboratorios, industrias o empresas que trabajan con el
virus de la rabia.

e) Personas de centros de trabajo dedicados a la atencion de animales
potencialmente transmisores de rabia (Centros Antirrabicos y Clinicas
Veterinarias)

f) Profesionales y personas que manejan regularmente animales tanto
ddmesticos en estabulacién o manejo intensivo, como silvestres en

Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre.

La presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero del personal de alto
riesgo que han recibido inmunizacion antirrabica se relaciona con la proteccién
contra la enfermedad, por esta razon, su determinacion es de gran utilidad para la
evaluacion del estado inmune del personal de riesgo, de los individuos
previamente vacunados por haber sido agredidos por un animal rabioso y para

realizar estudios seroepidemiolégicos.

OBJETIVO:

Obtener titulo de anticuerpos del personal de alto riesgo que labora en los
antirrabicos de los municipios de Cuautitian, Cuautitlan izcalii y Tuititlan, lo cual
daréa referencia del nivel de proteccién de éstas personas por medio de la prueba
rapida de inhibicién de focos fluorescentes (RFFIT).
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PROCEDIMIENTO A SEGUIR CON LA MUESTRA DE SANGRE :

Se obtendra suero sanguineo. Ef suero se sometera a la prueba répida de
inhibicién de focos fluorescentes (RFFIT); que consiste en trabajar su suero en
diluciénes de 1:5 a 1:390625, se incubara con con el virus de rabia sobre células
de rifndn de hamster bebé cultivadas en el laboratorio. La determinacion de
anticuerpos del suero se observara en un microscépio de luz UV; donde su nivel
de proteccion estaré indicado por una reduccion de focos fluorescentes en células
infectadas con el virus de la rabia, observando hasta que dilucion es capaz de
proteger & las células del virus. Y con el método “Reed y Muench” se calcula su
nivel de anticuerpos expresados en Ul, y con este procedimiento usted sabré si su
titulo de anticuerpos esta por arriba de las 0.5 Ul/mL. que representa la proteccion
Optima segun fa OMS.

FIRMA DE ACEPTACION:
A través de la presente yo C.
que laboro en el antiréabico
perteneciente al municipio de doy mi

consentimiento por escrito para la investigacion que se realizara con la muestra
de sangre que dono con la plena garantia de saber la justificacion, los objetivos y
el procedimiento de la investigacion. Teniendo también la seguridad de recibir
respuesta a cualquier pregunta y/o aclaracion a cualquier duda acerca de los
riesgos y beneficios que se relaciona con esta investigacion, en la cual se me ha
incluido.

Firma del donante fecha

Agradeciendo su colaboracién: pMVZ. Fabiola Murrieta Téllez Gir6n tesista de la
FES- Cuautitiéan y de! Proyecto de Rabia det CENID ~ Microbiologia — INIFAP.
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ANEXO 3

Titulacion de anticuerpos en personal de alto riesgo de los antirrabicos
que pertenecen a la Jurisdiccion Sanitaria Cuautitidn.

FORMULARIO A CONTESTAR
Favor de responder de forma concreta.
No. de muestra:

Fecha de toma de muestra: / /1200
Nombre:
Edad: aiios Sexo: F M
Lugar donde labora:
Tiempo en que ha laborado en este lugar:
Ocupacién:

No. de exposiciones comprobadas por accidente de trabajo (positivas a rabia) :
: o 1 2 3 mas de
Cuasl fué ese accidente?
Mordedura Lesién con objeto punzo cortante Contacto a mucosas

No. de exposiciones no comprobadas: 0 1 2 3 mss de

¢ Cual fué ese accidente? (donde no se estudio al animal sospechoso)
Mordedura Lesién con objeto punzo cortante Contacto a mucosas
Fecha de su tiltima vacunacién contra rabia:

¢Tuvo alguna reaccién a la vacuna? SI NO

En caso de que la pregunta anterior sea afirmativa, subraye que reacciones fueron:

Dolor de cabeza Fiebre
Dolor muscular Dolor en articulaciones
Inflamacién de ganglios Respiracion agitada

Enrojecimiento y dolor en sitio de la inyeccién
Inflamacion en sitio de la inyeccion

;Se ha realizado un exidmen de titulacién de anticuerpos para ésta vacuna?
SI NO

En caso de que la pregunta anterior sea afirmativa, mencione el resultado y Ia técnica
de laboratorio por la que se realizé:
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