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RESUMEN

CORTES TORRES BRENDA.

Deteccidn del virus de rabia en murciélagos hematofagos
Desmodus rotundus de cuevas en paisajes modificados
del municipio de Hueytamalco, Puebla, México.

Asesores: Dr. Gerardo Suzan Azpiri y Dra. Elizabeth Loza-Rubio.

Para encontrar una relacion entre las alteraciones humanas con la frecuencia de
rabia en el Municipio de Hueytamalco en Puebla, México, se seleccionaron cuatro
refugios de murciélagos hematéfagos Desmodus rotundus con diferentes grados
de intensidad en el uso de suelo en los alrededores. Se obtuvieron imagenes del
satélite Landsat del afio 2005 en las que se encuentran incluidos los sitios
muestreados. Se clasifico el uso de suelo en un area de dos kilémetros alrededor
de los cuatro refugios: cuerpo de agua, area inundada, area desmontada,
vegetacion escasa y vegetacion conservada. Se clasifico la estructura poblacional
de los individuos muestreados por sexo, edad y estado reproductivo, donde se
presenté una mayoria de hembras adultas poslactantes. Para la deteccién del
virus de rabia se analizaron ochenta y dos muestras de cerebros mediante
Inmunofluorescencia directa (IFD) donde no se detectd la presencia del virus. A
las muestras sospechosas se les realiz0 la prueba biologica sin resultados
positivos. Se realizo la técnica ELISA (Eli-Rab®) a veintiln muestras de suero
donde se obtuvieron once sueros positivos, |0 que representd una frecuencia de

rabia de 52.38%. La abundancia de Desmodus rotundus no se relacion6 con la



seroprevalencia de rabia, sin embargo, la mayor seroprevalencia se encontro
asociada al refugio “Las Vegas” que presenta una vegetacion escasa con mayor
grado de perturbacion antropogénica. No se encontré una diferencia significativa
entre las frecuencias de las cuevas. Los resultados sugieren que en lugares mas
conservados los Desmodus rotundus podrian tener menor seroprevalencia y

menos probabilidades de mantener la infeccion.



INTRODUCCION

Las actividades del ser humano han causado cambios en el medio ambiente que
afectan severamente a la biodiversidad, perdiéndose elementos fundamentales en
el funcionamiento de los ecosistemas. Dentro de éstas, las mas importantes son la
agricultura, la ganaderia y la deforestacién, ocasionando pérdida de habitat *®.
Una de las consecuencias de la modificacion del habitat es el cambio en los
patrones de dispersién, colonizacion, alimentacién 8, distribucion de reservorios,
9.

vectores y cambios en la dindmica de enfermedades Estas alteraciones

aumentan el contacto de especies silvestres con especies domésticas y el

humano '°, favoreciendo la emergencia y reemergencia de diferentes

2, 11, 12

enfermedades , que pueden afectar tanto animales domésticos como de

vida silvestre e inclusive al hombre 4,

Desafortunadamente las tasas de deforestacion y pérdida de la diversidad
biol6gica aumentan significativamente, disminuyendo la capacidad del ecosistema
de proveer un hébitat apropiado para las especies 8. Recientemente, se ha
considerado que las actividades antropogénicas y el desarrollo de las sociedades
modernas pueden favorecer el brote de diferentes infecciones a través de distintos
mecanismos *?, dispersandose entre los mamiferos directa o indirectamente, como

el caso del virus de la rabia.

Las acciones del humano no soOlo afectan los espacios abiertos, sino también

logran alterar sitios de refugio de diversas especies, entre ellas los murciélagos.



Para las distintas especies de murciélagos su refugio consta de minas
abandonadas, casas abandonadas, arboles, troncos huecos, puentes, alcantarillas
o cuevas  que presenten los requerimientos adecuados de temperatura y
humedad, entre otros. Estos sitios logran reunir una gran cantidad de especies de
murciélagos, que cada vez se ven mas afectadas por la interrupcion del hombre al
modificar el paisaje alrededor y dentro de estos refugios, como lo son las
actividades agropecuarias y eliminacién de vectores % que provocan cambios de
sitio, migraciones y tasas de mortalidad **. Las actividades agropecuarias obligan
a los murciélagos a buscar otros métodos de alimentacion, utilizando los recursos

qgue les brindan los humanos como los cultivos, y en el caso de los murciélagos

hemato6fagos se alimentan del ganado que introduce el hombre.

De las enfermedades emergentes, el 60% son zoonosis y la mayoria de ellas
proviene de animales silvestres *. Los murciélagos son considerados portadores-
reservorios de muchas enfermedades zoondéticas reemergentes, incluyendo la
rabia %% y los brotes de enfermedades originadas de murciélagos se relacionan con
actividades antropogénicas **. Por lo que se deben tomar en cuenta los factores

de riesgo para prevenir enfermedades zoondticas y realizar acciones de control.

La rabia es una zoonosis causada por un Lyssavirus, se manifiesta como una

encefalomielitis aguda casi siempre mortal 23

, presente en numerosas especies
que son reservorios de la infeccion. EI murciélago hematéfago se considera un
huésped importante de la rabia, especialmente en areas tropicales y subtropicales

del continente americano 2*. En los Ultimos afios, éste se ha convertido en el

transmisor principal de la rabia en México, afectando asi al ganado y también a



23 25 La distribuciéon de brotes de rabia ha cambiado,

seres humanos
probablemente pueda asociarse al incremento en la ganaderia y otras actividades
antropogénicas, lo que favoreceria la presencia de poblaciones de murciélagos

portadores del virus 2%,

El Desmodus rotundus es una especie que vive en colonias, presenta una alta
densidad y una alta tasa de contacto donde puede ocurrir intercambio de distintos
agentes infecciosos ** 28, Se han encontrado anticuerpos neutralizantes en el
suero de los animales, sugiriendo que los portadores pueden desarrollar esta

inmunidad al ser expuestos a repetidas infecciones subletales 2°*°.

Por otro lado, en México, segun datos de la SAGARPA, desde el 2000 la zona
enzodtica de rabia paralitica bovina comprende los estados de Campeche,
Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca,
Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco, Veracruz y Yucatan. De forma parcial los
estados de Chihuahua, Durango, Hidalgo, México, Puebla, San Luis Potosi,
Sonora, Tamaulipas y Zacatecas presentan esta enfermedad. Recientemente en
Querétaro se reportaron ataques de murciélagos al ganado. En agosto de 2006 se
presento un brote de rabia paralitica bovina en Guerrero, en 2007 en Veracruz, en

2008 al norte del pais y a principios de 2009 en Guanajuato®'.

El Estado de Puebla, que posee condiciones ambientales y microambientales con

variedad de habitats y de formas de vida *> *°

, presenta una gran cantidad de
areas fragmentadas de selva alta y bosques de montafia, y gran parte del territorio

del municipio de Hueytamalco esta destinado a actividades agropecuarias *. Las



caracteristicas climaticas y geograficas del estado pueden favorecer la presencia
del murciélago hematéfago que se puede asociar con el virus de la rabia. En 2005
y 2006 se reportaron en Puebla ocho casos de rabia bovina por afio
respectivamente en distintos municipios. EI municipio de Hueytamalco reporté un

caso en 2006, segun datos de SAGARPA.

Los murciélagos hematdfagos habitan en refugios que se encuentran cerca o
dentro de las explotaciones agropecuarias del municipio, principalmente en

cuevas donde hay mayores tasas de contacto, incrementando la posibilidad de

16, 32-36 16, 33

transmision interespecifica con especies no hematéfagas gue pueden

34-38

infectarse con el virus de la rabia , por especies migratorias que se encuentren

en el mismo refugio *.

En algunos de los ambientes modificados de las zonas tropicales de México se
sabe de la coexistencia de distintas especies de murciélagos en diferentes
cuevas. En el municipio de Hueytamalco esta reportado que existen hasta once
especies diferentes de murciélagos en una sola cueva * que se encuentra en un
sitio perturbado. Factores como las altas densidades poblacion de algunos
murciélagos en las cuevas, la inmunidad de los mismos, la calidad del refugio y los
efectos del paisaje de los alrededores pueden determinar la prevalencia de la

infeccion .



HIPOTESIS

Las cuevas con mayor abundancia de Desmodus rotundus se encontraran

asociadas a paisajes con vegetacion escasa y areas mas desmontadas.

En las cuevas donde existe mayor grado de modificacion del paisaje por
actividades antropogénicas, se encontrara mayor frecuencia del virus de rabia en

Desmodus rotundus.

OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia del virus de rabia y anticuerpos antirrabicos en muestras de
sueros y cerebros de D. rotundus, para relacionar la frecuencia del virus de rabia

con la estructura poblacional y con el uso de suelo alrededor de las cuevas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar el uso de suelo presente alrededor de las cuevas muestreadas y
su relacion con la presencia del virus de rabia.

2. Comparar la estructura poblacional de D. rotundus de las cuevas
muestreadas y su relacion con la presencia del virus de rabia.

3. Detectar anticuerpos antirrabicos en sueros provenientes de D. rotundus.

4. Detectar el virus de rabia activo en cerebros provenientes de D. rotundus.

7



METODOLOGIA

AREA DE ESTUDIO

El Estado de Puebla, especificamente el Municipio de Hueytamalco, cuenta con
caracteristicas idéneas como su clima, geografia y areas perturbadas que pueden
favorecer la presencia y conservacion de murciélagos. Hueytamalco se encuentra
en los paralelos 19° 51" 03" y 20° 12’ 42” de latitud Norte y los meridianos 97° 12’
48” y 97° 22’ 42" de longitud Occidental, su superficie es de 242.38 km?. y su

altura oscila entre 250 y 1,700 msnm % (Fig. 1).

Figura 1. Localizacion geogréfica del area de estudio Municipio de Hueytamalco, Puebla.

Mapa obtenido de Enciclopedia de los Municipios de México 2



El estudio se realizO6 en el municipio de Hueytamalco, Puebla, donde se
seleccionaron cuatro cuevas debido a que se encuentran en areas con influencia

antropogénica.

Las capturas se efectuaron préximas al Campo Experimental “Las Margaritas” del
INIFAP (Instituto Nacional de Investigacion Forestal, Agricola y Pecuaria), donde
se presenta alto grado de fragmentacion de habitat con areas extensas de

agricultura y ganaderia, asi como la presencia de asentamientos humanos.

Los refugios estudiados en este trabajo son cuevas que habitan murciélagos
hematofagos Desmodus rotundus, donde se presentan &reas con actividad
humana a sus alrededores:

“La Cascada” (N 20°04"026', W 97°30”765’), “Las Vegas” (N 20°08"910’, W 97°247646’),

“Los Anayos” (N 20°027730°, W 97°15"754’) y “San José” (N 20°08,195', W 97°12,958).

IDENTIFICACION DE USO DE SUELO

Los muestreos se realizaron en cuevas que presentan distintos usos de suelo
alrededor, se encuentran cerca de asentamientos humanos, sitios alterados por

poblaciones cercanas, ganaderia, agricultura y deforestacion.

El uso de suelo alrededor de los refugios se determiné en base al indice

41-43

Diferencial de Vegetacion Normalizado (NDVI) presente en cada pixel dentro

de un radio de dos kilbmetros alrededor de las cuevas.



Se utilizaron imagenes del satélite Landsat del afio 2005 **, de las cuales se cortd
un area circular de 2km. de radio alrededor de cada cueva, que se aprecian en

color verde en la Figura 2.

Figura 2. indice de vegetacion alrededor de las cuevas muestreadas

Se cuantificd la proporcion de pixeles que corresponden a cada clase dentro de
los circulos de 2 Km de radio. Se realizaron histogramas de las clases de uso de
suelo construidas a partir del NDVI en un area circular de 2km de radio alrededor

de las cuevas (Fig. 3).
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Figura 3. Histograma de frecuencias del NDVI en toda la imagen que abarca las cuatro cuevas.

Se clasificd cada pixel de la imagen en funcién del indice de vegetacion con base

en valores con un significado en cuanto a uso de suelo (Tab. 1).

Clase de uso de suelo NDVI

1. Cuerpo de agua -0.92 a-0.13
2. Area inundada -0.13a0

3. Area desmontada 0a0.12

4. Vegetacion escasa 0.12a0.36
5. Vegetacion conservada 0.36 a0.7

Tabla 1. Clasificacion del uso de suelo alrededor de las cuevas muestreadas.

Se realizaron histogramas clasificados de toda la imagen de satélite que abarca a

las cuatro cuevas (Fig. 4).
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Figura 4. Histograma clasificado de toda la imagen de satélite que abarca a las cuatro cuevas.

MUESTREO

En este estudio se trabajaron muestras de sueros y cerebros de murciélagos
hematéfagos Desmodus rotundus que se colectaron en cuatro diferentes cuevas
en zonas perturbadas. Los muestreos se realizaron cada dos meses a partir de

julio de 2007 hasta julio de 2008.

Las capturas de los D. rotundus se realizaron estimando visualmente las

poblaciones en cada refugio en los lugares de percha, y se muestreé al tres por

ciento de los individuos capturados para no afectar la poblacion de la cueva.

12



Para la captura de murciélagos, se utilizaron redes de golpe y redes de niebla que
fueron ubicadas dentro y fuera de las cuevas dependiendo del tamafio y la
accesibilidad a los refugios. Los muestreos se realizaron a las primeras horas del
dia o al anochecer. Las redes de niebla se revisaron cada quince minutos, durante
una hora aproximadamente, para evitar que los murciélagos se enredaran

demasiado o llegaran a romper la red.

El método de captura fue de la manera siguiente. Se utilizaron guantes de carnaza
para liberar a los vampiros de las redes, se sujetaron del cuerpo con una mano y
con la otra cuidadosamente se desenredaron poco a poco hasta liberarlos
completamente, los murciélagos no hematofagos se liberaron dentro del mismo
refugio. En casos en que no se lograron tomar las muestras en el sitio de captura,
se colocaron los vampiros en sacos de tela individuales para su manejo o
transporte, humedeciéndolos en la parte de abajo del saco para evitar
sofocamiento de los individuos. Estos procedimientos se realizaron con base en la
guia de uso de mamiferos silvestres (Guidelines of the American Society of

Mammalogists for the Use of Wild Mammals in Research) *°.

El registro de los individuos se recabd en hojas de campo que contienen los
siguientes datos: fecha de captura, nombre de la cueva, coordenadas de
localizacion de la cueva, identificacion del individuo (serie en nameros arabigos).
La caracterizacion individual de los D. rotundus fue en base a las medidas
somaticas siguientes: largo de oreja (O), largo de pata (Pt), largo de antebrazo
(Ab), largo total (LT), peso (P), sexo (S), edad (E), estado reproductivo (ER) “°

(Anexo ).
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Las medidas sométicas de los Desmodus rotundus oscilan de: la Oreja entre 15 a
20 milimetros (mm), Pata: 13 a 20mm, Antebrazo: 52 a 63mm, Largo Total: 69 a

90mm, Peso: 25 a 40 gramos (g) *°.

La edad de los murciélagos se pudo estimar al observar a contraluz las
articulaciones de las falanges. Cuando el cartilago se notd transparente, los
individuos eran juveniles, mientras que los que se vieron ya osificados, eran
adultos. Para determinar el estado reproductivo de las hembras se reviso la vulva,
cuando se observd cerrada eran inactivas. En las hembras gestantes el feto fue
evidente. Las hembras lactantes presentaron las glandulas mamarias muy
desarrolladas. Las hembras poslactantes mostraron las glandulas mamarias
medianas. En el caso de los machos, son juveniles cuando los testiculos todavia
se encuentran en el abdomen, y se diferencian de las hembras por la distancia del

ano hacia el pene, ya que en las hembras es mas corta del ano a la vulva °.

TOMA DE MUESTRAS

Para la toma de muestras se utilizé equipo de diseccion, guantes de latex y cubre
bocas para la proteccion del personal. Se obtuvieron muestras sanguineas por
puncion intracardiaca previa anestesia de los individuos con Xilacina a una dosis
de 2 mg/kg *° y se tomaron 0.3 ml. de sangre. Se obtuvo el suero centrifugando
las muestras a 3000 rpm por 20 minutos. Se congelaron las muestras para su
transporte. Para la obtencion del encéfalo, los individuos fueron eutanasiados con

Pentobarbital sédico a una dosis de 6 mg/kg *° via intraperitoneal. La conservacion

14



de los cerebros se realiz6 mediante congelacién. El personal que realizo las
capturas y toma de muestras cuenta con la vacunacion antirrabica (vacuna tipo

Vero) que proporciona la SSA, a través de sus Centros Antirrabicos.

Se obtuvieron muestras de encéfalo en las cuatro cuevas muestreadas, mientras

que el suero soélo se obtuvo de dos (“Las Vegas” y “Los Anayos”).

TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Las muestras obtenidas de los murciélagos se procesaron en el Departamento de
Biotecnologia en el CENID-Microbiologia del INIFAP Ciudad de México y se

trabajaron de la siguiente manera:

Deteccién de anticuerpos antirrabicos

Esta se llevo a cabo en veintiin muestras de suero mediante la prueba de ELISA
directa Eli-Rab® (CENID-Microbiologia, INIFAP) para detectar la presencia de
anticuerpos contra rabia. Cada muestra se trabajo por duplicado y el ensayo se
realizO dos veces. Brevemente, una placa para ELISA de 96 pozos fue
sensibilizada con proteina G del virus de rabia expresada en Baculovirus (datos
sin publicar) *’; esta fue diluida en buffer de carbonatos pH 9.6. La placa se incub6
durante toda la noche a 4°C y fue lavada con buffer PBS-Tween 0.05%.
Posteriormente se agrego solucion bloqueadora al 1% y se incub6 una hora a
37°C. A continuacion se agregaron los sueros problema, repitiendo la incubacion.

Como segundo anticuerpo, se utilizé un conjugado de proteina G-peroxidasa (Bio-

15



Rad ®). La placa se incub6 con el conjugado una hora a 37°C y fue lavada.
Finalmente se le adiciond el sustrato de revelado con peroxido de hidrégeno, y la

lectura de la placa se realiz6 a 450nm (Bio-Rad ®).

Inmunofluorescencia directa

La deteccion de la presencia del virus de rabia en las muestras de los ochenta y
dos cerebros colectados, se realiz6 mediante IFD ** *°. Consistié en realizar una
impronta de un fragmento del cerebro problema, fijandolo en acetona durante
cuarenta minutos a -20°C, posteriormente se incubé con un conjugado contra el
virus de rabia (Laboratorios Baer, México), durante treinta minutos a 37°C. Pasado
ese tiempo, se lavo la muestra. La lectura de la impronta se realiz6 en un
microscopio de fluorescencia de Laboratorios Leica® para detectar la presencia
del virus (Anexo I). Cuando se obtuvo una muestra sospechosa, se repitid el
procedimiento para confirmar el resultado. Adicionalmente a estas muestras se les

realiz6 la prueba bioldgica *®>*.

Prueba bioldgica

A las muestras que se observaron sospechosas en la prueba de IFD, se les
realizé la prueba bioldgica. Esta radicé en realizar una suspension de la muestra,
y se inoculo de forma intracerebral a ratones lactantes, donde se espera que
presenten signos del virus rabico a partir de los siete dias de la inoculacién con el

virus utilizado en los laboratorios, y doce dias con virus de rabia de campo.

16



ANALISIS DE RESULTADOS

Se clasificé y comparé el uso de suelo y la presencia de fragmentacion del paisaje
alrededor de cada una de las cuevas muestreadas y su relacién con la frecuencia

del virus de rabia.

Se describio la estructura poblacional de los murciélagos hematéfagos D. rotundus

de cada una de las cuevas muestreadas, por sexo, edad y estado reproductivo, y

se comparo con las otras cuevas y su relacion con la frecuencia del virus de rabia.
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RESULTADOS

En este estudio se capturaron en total ochenta y dos D. rotundus en cuatro cuevas

con diferentes alteraciones de suelo alrededor de 2 km.

USO DE SUELO

A través de la imagen satelital, alrededor de cada refugio se registraron dos clases
de suelo con méas presencia: vegetacion escasa y vegetacion conservada.
En los histogramas de frecuencias del NDVI se pueden comparar las curvas

indicando la presencia de vegetacion alrededor de cada cueva (Fig.5).
Conforme la curva del histograma se desplaza hacia la derecha, significa que un

mayor numero de pixeles que rodean a cada cueva tienen altos indices de

vegetacion.
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Figura 5. Comparacion de curvas indicando la presencia de la vegetacion alrededor de cada cueva

muestreada: a) La Cascada b) Las Vegas c) San José A. d) Los Anayos.

El eje “Y” indica el numero de pixeles, el eje “X” indica el valor del indice de

vegetacion. Entre mas préximo hacia la derecha, indica mayor vegetacion.

Se realizaron histogramas de las cuatro clases de uso de suelo que se describen
en la figura 4, construidas a partir del NDVI en un area circular de 2km de radio

alrededor de cada cueva (Fig. 6).
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Figura 6. Comparacion de clases de uso de suelo alrededor de cada cueva muestreada:

a) La Cascada b) Las Vegas c) San José A. d) Los Anayos.

El eje “Y” indica el numero de pixeles, el eje “X” indica las clases construidas a

partir del indice de vegetacion (Tabla 1).

Los histogramas de las clases indican que las cuevas “La Cascada” y “Los
Anayos” estan rodeadas por una mayor proporcion de sitios con vegetacion

escasa a conservada.
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ESTRUCTURA POBLACIONAL

De los 82 individuos muestreados, el 63% eran hembras (52) y el 37% eran
machos (30), de diferentes edades (crias, juveniles y adultos) y distintas etapas

reproductivas (hembras inactivas, gestantes lactantes, poslactantes) (Fig. 7 a 9).
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Figura 7. Estructura poblacional por sexo en las cuatro cuevas muestreadas.

35 -
HCRIA

® JUVENIL
o | = ADULTO

20 -
15 -
10 -
5 -
0- , , I

LA CASCADA LAS VEGAS LOS ANAYOS SAN JOSE
CUEVAS

30 -

NUMERO DE INDIVIDUOS

Figura 8. Estructura poblacional por edades en las cuatro cuevas muestreadas.
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Figura 9. Estructura poblacional por estado reproductivo en las cuatro cuevas muestreadas.

En la cueva “La Cascada” el 3.7% (3) lo representaron hembras juveniles. Se
encontraron crias que representan el 3.7% (3) de la poblacion total, se capturaron

15 adultos que constituyen el 18.3% de la poblacion (Fig. 7 a 9).

De la cueva “Las Vegas” se capturd a la mayoria de los machos adultos con un
17% (14). Las hembras adultas representaron el 22% (18). Aqui sélo se
encontraron individuos de esta edad. Las hembras capturadas, se encontraron en
todas las etapas reproductivas; las inactivas, con 6 individuos, representaron el
7.3%; las hembras prefiadas (4) constaron el 4.9%, y las lactantes con 4
individuos también representaron el porcentaje de 4.9%. A pesar del estado

reproductivo de las hembras, no se encontraron a las crias (Fig. 7 a 9).

En la cueva “Los Anayos” se recolectaron ocho machos que representaron el

9.8% del total de los capturados. El porcentaje de juveniles fue de un 4.9% que
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constaron la mayoria de juveniles capturados con 4 individuos. En este mismo
refugio fueron capturados, entre machos y hembras, un total de 28%, es decir, 23
adultos. La mayoria de las hembras capturadas en este refugio fueron las

poslactantes, con un 11% de la poblacion total (Fig. 7 a 9).

Solo dos individuos juveniles se capturaron en la cueva de “San José”, una

hembra y un macho inactivos, que representaron un 2.43% (Fig. 7 a 9).

DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA RABIA

Se obtuvieron veintiln muestras de suero de D. rotundus. De la cueva “Las

Vegas” se tomaron dieciséis muestras: siete hembras y nueve machos adultos;

mientras que en “Los Anayos” se muestrearon cinco vampiros, dos hembras y tres

machos adultos.
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Figura 10. Deteccion de anticuerpos antirrabicos mediante ELISA.

Para la deteccion de anticuerpos antirrdbicos se realiz6 la prueba de ELI-Rab®
(Fig. 10). La linea horizontal muestra el punto de corte obtenido en este ensayo
(DO=0.44). Las barras indican a cada uno de los individuos muestreados. La

numeracién no es consecutiva, ya que el resto pertenecia a otra especie.

De las veintiln muestras de suero, se detectaron anticuerpos contra rabia en
nueve individuos de la cueva “Las Vegas” que representaron el 43%. De la cueva
“‘Los Anayos” se encontraron dos individuos con anticuerpos contra el virus, que

constituyeron el 10%.

La frecuencia de anticuerpos contra rabia en la estructura poblacional de “Las
Vegas” en las hembras fue de 14% (3) y en los machos de 29% (6); mientras que

en “Los Anayos” en las hembras fue de cero y en los machos de 9.5% (2).
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La frecuencia de anticuerpos contra rabia de las veintiln muestras tomadas en los

dos refugios fue de 52% (once individuos positivos).

DETECCION DE RABIA EN CEREBROS

Durante el muestreo se capturaron ochenta y dos individuos de las cuatro
diferentes cuevas en paisajes modificados. A los cerebros colectados se les
realizé el diagndstico de rabia mediante la prueba de Inmunofluorescencia directa.
Se obtuvieron dos muestras sospechosas, a las cuales se les repitio la prueba y
posteriormente se les realizo la prueba biolégica. Todos los cerebros resultaron

negativos a esta prueba.

PRUEBA BIOLOGICA

Los ratones inoculados con la suspension de las muestras sospechosas no

presentaron ninguna signologia después de los doce dias de la inoculacion; por lo

gue se determind que el virus no se encontraba activo en la zona de muestreo.
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USO DE SUELO Y ABUNDANCIA DE Desmodus rotundus

No se encontré relacién entre la abundancia de D. rotundus y el uso de suelo por
el escaso numero de individuos capturados, sin embargo, el mayor numero de D.
rotundus capturados fue en las cuevas “Las Vegas” que tiene areas inundadas y
vegetacion escasa, y “Los Anayos” que muestra una vegetacién conservada.
Ambos refugios presentan areas desmontadas y alteraciones humanas. EI mayor
namero de individuos capturados en éstos refugios pudo deberse a un mayor
esfuerzo de captura. En la cueva “La Cascada” predomindé una vegetacion
abundante, en “San José Acateno” se presentaron areas inundadas, areas

desmontadas y vegetacion escasa.

USO DE SUELO Y SEROPOSITIVIDAD CONTRA RABIA

No se realizaron andlisis estadisticos por el pequefio nimero de muestras de
suero y de cerebro. Sin embargo, si se encontrd una relacion entre el tipo de suelo
y la seroprevalencia. La mayor seroprevalencia (56%) se encontr6 en “Las Vegas”,
sitio con areas desmontadas y con vegetacion escasa. Se encontr0 menor
seroprevalencia (40%) en la cueva “Los Anayos” donde hay mayor cantidad de

vegetacion conservada con pocas areas desmontadas.

Sélo se realiz la prueba estadistica X?, donde (X? =0.40, gl =1, p=0.524),

mostrando que no hay diferencia significativa entre las frecuencias de las cuevas.
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DiscusiON

En México encontramos zonas donde, por acciones de los seres humanos, hay
alteraciones de paisajes y se han perdido habitats, obligando a los animales de
vida silvestre a tener mas contacto con los domésticos y con los mismos
humanos, al migrar en busca de alimento y refugio; y al mismo tiempo, la

posibilidad de entrar en contacto con los agentes patdégenos interespecies.

En el Municipio de Hueytamalco, en el &rea de muestreo, existen paisajes con
pequefias partes de bosque que se encuentran alterados por actividades humanas
como agricultura, ganaderia y deforestacion.

De veintiin muestras de vampiros, con la técnica de diagnéstico ELISA °*°°

se
encontraron anticuerpos antirrabicos en once individuos, donde la frecuencia es
de 52%. Se repitié el andlisis y ambos resultados mostraron una concordancia del
95%. Con éstos resultados se puede determinar que la presencia de la rabia entre
las comunidades de murciélagos hematéfagos presenta una tendencia de edad,
ya que los individuos que presentaron anticuerpos antirrabicos eran adultos. Con

referencia al sexo, se encontro variacion, pues de once individuos con serologia

positiva, tres fueron hembras y ocho eran machos seropositivos.

Estos resultados sugieren que los D. rotundus pueden tener contacto con el virus

de rabia y no desarrollar la enfermedad o que pueden llegar a recuperarse, ya que
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en los animales positivos no se encontro la forma activa del virus. Esto puede

deberse a la baja cantidad de vampiros muestreados.

Mediante la prueba IFD “¢°! no se detecté la presencia del virus de rabia en los
cerebros de los murciélagos muestreados, a pesar de que éstos fueron
capturados en zonas perturbadas y donde esta presente el hombre y algunas
actividades agricolas y ganaderas. En algunos estudios llevados a cabo, por
ejemplo en Brasil, indican que la rabia del ganado resulta de una distribucion

geogréfica que esta relacionada con las poblaciones de vampiros 3.

En este trabajo se encontrd que los individuos seropositivos estaban asociados a
zonas con actividades antropogénicas, como la ganaderia y la agricultura. Sin
embargo, por la poca cantidad de muestras y por la escala espacial utilizada, no
se puede precisar con mas detalle la relacion entre la ganaderia y la distribucion
del murciélago y la rabia. No se pudo demostrar la relacion entre la abundancia de
D. rotundus con el grado de perturbacion y modificacion del habitat, sin embargo,
se identific6 mayor namero de individuos y mayor seroprevalencia de rabia en

zonas con mayor grado de alteracion.

En el Municipio de Hueytamalco, la enfermedad de la rabia no ha aparecido en el
ganado desde 2006, ni se tienen reportes de la presencia de rabia en otras
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especies Los resultados negativos en cerebros obtenidos en este estudio

sugieren gue el virus no se encuentra activo en la zona.
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ANEXO |

REGISTRO DE MURCIELAGOS HEMATOFAGOS Desmodus rotundus

Fecha Cueva | Coordenadas | Serie | 0 Pt Ab LT P S E | ER
01-Jul-07 Cascada N 20°04,026' W 97°30,765' 3 174 15.8 64.2 75.2 35 3 adulto t. abd /inactiv
5 17.4 15.7 57 69.6 26 3 adulto 15,3*7,7
8 194 15 62.5 86.1 42 Q adulto lactante
9 18.7 14.9 56.9 84.5 35 3 adulto t. abd /inactiv
10 18.7 14.3 61.8 84.7 36 Q adulto lactante
11 18.6 13.6 59.3 73.6 28 Q adulto inactiva
12 19.1 14.4 62.5 84.1 34 Q adulto inactiva
13 17.8 14 57.7 82.1 31 3 adulto t. abd /inactiv
14 18.2 15 54.4 72.9 23 Q adulto inactiva
15 17.1 134 56.5 76.8 30 3 adulto t. abd /inactiv
16 185 14.2 62.4 78.1 40 Q adulto gestante
17 19.2 15.1 62.6 80.5 39 Q adulto inactiva
18 16.6 14.7 58.1 80.1 33 3 adulto t. abd/ inactiv
19 17.4 14 61.1 82 47 Q adulto gestante
20 17.5 13.6 45.5 59.6 11 Q cria
22 18.1 14.1 63 87.1 42 Q adulto lactante
23 16.1 15.1 36.4 59.8 14 38 cria
25 18.1 14.8 57.1 69 26 Q juvenil
26 155 155 49.3 64 18 Q juvenil
28 17.7 155 51.9 66.4 19 Q juvenil
29 16.8 14.1 48.5 61.1 18 Q cria
02-Jul-07 Las Vegas N 20°08,910' W 97°24,646' 31 18.8 12.1 57.3 78.8 31 3 adulto 5,9*5,4
02-Jul-07 SanJosé A N 20°08,195' W 97°12,958' 32 16.3 154 59.1 72.4 28 Q juvenil .
33 16.5 14.8 57.6 76.3 26 3 juvenil t. abd /inactiv
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Fecha | Cueva | Coordenadas | Serie | ) Pt Ab LT P S | E | ER
25-Sep-07 Las Vegas N 20°08,910° W 97°24,646' 49 155 15.2 61.3 78.5 39 Q adulto  postlactante
50 13.6 15.1 58.6 70.3 37 Q adulto inactiva
51 145 17.1 62.4 74 37 Q adulto  postlactante
52 125 16 59.5 61.5 32 Q adulto inactiva
53 14.8 17 63 76.5 47 Q adulto  postlactante
54 13.7 16.8 65.1 77.6 45 Q adulto  postlactante
55 14.2 17.6 57.6 64.1 37 3 adulto 7,7%4,8
56 12 15.5 55.4 65.2 37 4 adulto t. abd
57 14.6 15.9 57.8 72 34 3 adulto t. abd
58 16.9 17.8 60.2 69 25 Q adulto inactiva
59 16.9 18.5 60 79.1 31 Q adulto lactante
60 17 16.2 58.2 66.7 23 3 adulto 7*5,5
61 15 17.3 55.3 70.3 21 3 adulto 6,1*5,5
26-Sep-07 Los Anayos N 20°02,730" W 97°15,754' 68 135 16.5 59.3 71.6 32 3 adulto t. abd
69 16.2 15.3 63.2 76 46.5 Q adulto gestante
70 14.9 15.6 63.5 74.5 35 Q adulto  postlactante
71 10 16.5 69 72 28 3 adulto t. abd
72 14.9 14.1 56.4 60.7 28 3 adulto t. abd
26-Sep-07 Las Vegas N 20°08,910' W 97°24,646' 73 14.3 15.4 57 71 30 3 adulto t. abd
74 14.8 14.6 54.7 74.9 28 3 adulto 5,3*3,7
75 13.7 16 58.8 735 28 3 adulto t. abd
76 15.8 16.4 62.8 79.3 37 Q adulto Gestante
77 12.6 15.2 58.8 73.9 27 3 adulto t. abd
15-Nov-07 Los Anayos N 20°02,730' W 97°15,754' 99 17 16.8 61.2 74.3 40 Q adulto lactante
100 151 17.6 56 60.8 22 3 juvenil inactivo
101 16.9 16.6 62.7 76.8 37 Q adulto  postlactante
102 16.8 16.6 66 73 32 Q adulto  postlactante
103 16.6 16.7 65 79 31 Q adulto  postlactante
104 16.6 17.4 56.5 78.3 38 Q adulto  postlactante
105 16.4 17 57.9 67.8 25 Q juvenil Inactivo
106 16.2 16.9 55.6 56.8 20 3 adulto  postlactante
107 16.6 16.7 55 64.3 21 Q adulto  postlactante
108 16.5 16.8 65 74 33 Q adulto  postlactante
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Fecha | Cueva Coordenadas |Serie| ) Pt Ab LT P S E | ER
16-Dic-07 Los Anayos N 20°02,730' W 97°15,754' 111 18.5 16.9 63 91 44 3 juvenil t. Abd
112 141 14.8 60.9 87.7 39.5 Q juvenil
113 16.9 15.9 61.4 85.1 37.5 Q adulto  postlactante
114 16.9 171 59 72.6 32.5 Q adulto Inactiva
115 15.8 16.7 62.7 80.3 41.5 Q adulto Inactiva
116 16.7 17.5 63.3 77 37 Q adulto Inactiva
117 15.7 17.7 62.6 73.6 35 Q adulto  postlactante
118 15.4 18.7 64.9 73.5 38 Q adulto Lactante
119 17.2 17.3 60.2 77.1 39 Q adulto Lactante
120 16.4 17.2 61 78.1 40 Q adulto gestante
24-Mar-08 Las Vegas N 20°08,910' W 97°24,646' 146 16.8 16.4 59 70 39 3 adulto 8.3*6
147 17.9 16.9 58.7 73.5 38 3 adulto 6*3.5
148 16 175 61.9 69.2 33 Q adulto Inactiva
149 15.1 17.8 62.5 76.8 44 Q adulto gestante
150 15.6 17.4 61.5 77.1 46 Q adulto gestante
25-Mar-08 Los Anayos N 20°02,730" W 97°15,754' 160 16.1 15.9 59.5 74.5 33 3 adulto 5.9*4
161 16.9 17.1 59.8 75.6 36 3 adulto t. abd/inactiv
25-Mar-08 Las Vegas N 20°08,910' W 97°24,646' 162 16.2 17 60-3 72.8 37 Q adulto Lactante
163 17.7 17.2 58.2 66.5 31 3 adulto 6.5*5.2
164 15.6 16.8 62.6 75.9 37 Q adulto Lactante
165 15.5 17.2 61 74.6 31 Q adulto Inactiva
166 16.8 17.4 62.2 70.2 34 Q adulto Inactiva
26-Mar-08 Las Vegas N 20°08,910' W 97°24,646' 167 14.7 14.7 60.6 75.3 37 Q adulto gestante
169 15.6 175 61.2 75.5 37 Q adulto Lactante
170 16.6 16.2 57.8 70 33 3 adulto 5.1*4.4
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ANEXO ||

REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE RABIA

ELISA

&  Buffer de carbonatos 0.1m pH 9.6
Carbonato de sodio............ 1.5g.
Bicarbonato de sodio........ 2.93g.

Agua destilada (aforar).....900ml.

&  Buffer salina fosfatos (PBS) 0.1m pH 7.4

Cloruro de sodio.............c....... 8g.
Fosfato de potasio................ 0.2g.
Fosfato de sodio.................. 2.9¢g.
Cloruro de potasio............... 0.2g.

Agua destilada (aforar).....1000ml.

&  Buffer de lavado
PBS — Tween 0.05%
PBS.......... 1000ml.

Tween 20.....0.5ml.
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&  Solucion bloqueadora
PBS —Tween..................... 100ml.

Leche descremada en polvo.....3g.

&  Buffer de revelado

1) Buffer de citratos pH5.0
Acido citrico.................... 10.5g.
Fosfato de sodio............ 14.19g.
Agua destilada (aforar).....500ml.

2) Sustrato de revelado
Buffer de citratos pH 5.0.....12.5ml.
Peréxido de hidrogeno 30%.....5ml.

Ortofenildiamina................... 5mg.

&  Solucion para detener la reaccion de revelado

Acido sulfirico 3%
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

&  Alcohol acido

Acido clorhidrico.....3ml.

Alcohol................ 97ml.

§ CVS

Virus Estandar de Desafio

&  Acetona 100%

& PBS Células esterilizadopH 7.2 -7.4

Clorurode sodio..........cooeieiiiiiininnnn.. 8g.
Cloruro de potasio..................cc.eeee.. 0.2g.
Fosfato de potasio...................o.ees 0.2g.

Fosfato dis6dico dodecahidratado.....2.899.

Agua destilada...................oc 11t.

&  Glicerina fosfatada 50%

Glicerina. ..o, 50%

Solucion de trabajo PBS salina.....50%
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&

&

&

&

Solucién de trabajo PBS salinapH 7.6 — 7.8

Solucién 1.......... 91.5ml.
Solucién 2............ 8.5ml.
Solucién 3........... 100ml.

Agua destilada.....800ml.

Solucion 1
Fosfato de sodio dibasico anhidra.....14.2g.

Agua destilada............................ 1000ml.

Solucién 2
Fosfato de sodio monobasico monohidratado...

Agua destilada.............coiiiiiii

Solucién 3

Cloruro de sodio........ 85¢.

Agua destilada.....1000ml.
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